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1.   ZUSAMMENFASSUNG 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden im wesentlichen folgende Ergebnisse erzielt: 
 (i) Sequenzhomologe d er Membranproteine Lag1p und Dgt1p existieren ubiquitär im 
eukaryontischen Reich. Allen gemein ist ein hochkonserviertes Motiv, welches sich u.a. durch 
zwei hydrophile Reste innnerhalb eines Transmembransegments auszeichnet. Ein limitierter 
proteolytischer Verdau zeigte, daß der N-Terminus von Dgt1p cytosolisch orientiert ist. Im 
Zusammenhang mit in silicio-Analysen ergeben sich für die Familie der LAG-Proteine sechs 
Transmembran-domänen, ein cytosolischer C-Terminus und ein ER-lumenalen Bereich mit 
ca. 45 Aminosäuren. 
(ii) Verschiedene Mutationen von Dgt1p belegen, daß der stark negativ geladene C-Terminus 
essentiell für die Funktion des Proteins ist. Der lösliche N -Terminus oder dessen 
Dilysinmotiv, welches den retrograden Transport ER-residenter Proteine vermittelt, besitzen 
indes keine offensichtliche Bedeutung für Dgt1p. 
(iii) Lag1p und Dgt1p erfüllen ihre Funktion in der ER-Membran und sind kein konstitutiver 
Bestandteil von COPII-Transportvesikeln. Beide Proteine interagieren miteinander und 
scheinen so einen heteropolymeren Komplex in der ER-Membran auszubilden. 
(iv) Die Syntheseraten komplexer Sphingolipide sind in Abwesenheit von LAG1 und DGT1 
drastisch reduziert. In Folge besitzen  lag1Ddgt1D-Zellen einen vergleichsweise geringeren 
Anteil von Sphingolipiden an der Gesamtlipidmenge. Der Lipiddefekt ist nicht in einer 
fehlerhaften Phosphoinosilierung von Ceramid begründet, da die Aktivität des entsprechenden 
Enzyms in vivo nachgewiesen wurde. Zusammenfassung 
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(v) Der Syntheseblock in lag1Ddgt1D-Zellen führt zu einer Akkumulation von 
Sphingoidbasen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, daß Lag1p und Dgt1p für 
den Einbau von exogenem Dihydrosphingosin in Ceramid essentiell sind, wohingegen in 
deren Abwesenheit endogenes Dihydrosphingosin mit einer lediglich reduzierten Rate zu 
Ceramid konvertiert wird. Die Fettsäureelongation zu C26 ist in lag1Ddgt1D-Zellen nicht 
reduziert. Lipidextrakte von Fumonisin B1-behandelten Wildtypzellen ähneln denen der 
Doppelmutante, wohingegen letztere von einem toxininduzierten Block der Ceramidsynthase 
nicht beeinflußt wird. Die Überexpression von  LAG1 und  DGT1 bewirkt keine 
Überproduktion von Ceramid oder Sphingolipiden. Ein direkter Test der Ceramidsynthase in 
vitro bewies schließlich, daß Lag1p und Dgt1p für diese Reaktion essentiell sind. 
(vi) Die Überproduktion der Ceramidasen Ypc1p und Ydc1p in lag1Ddgt1D-Zellen erhöht 
sowohl die Syntheserate als auch die effektiven Mengen komplexer Sphingolipide. Der 
fehlerhafte Einbau von exogenem DHS in Ceramid wird dadurch nicht revertiert. Die 
zusätzliche Deletion von YPC1 und YDC1 in der Abwesenheit von LAG1 und DGT1 reduziert 
das Niveau inositolhaltiger Sphingolipide unter detektierbare Grenzen und bestätigt so die 
essentielle Bedeutung von Lag1p und Dgt1p für Ceramidsynthasereaktion. 
(vii) Das Überleben von lag1Ddgt1D-Zellen nach einem kurzen Hitzeschock ist im Vergleich 
zum Wildtyp drastisch eingeschränkt. Darüberhinaus steht die Fähigkeit zur Formierung von 
Einzelkolonien auf Agarplatten in einem direkten Zusammenhang mit der Temperatur und der 
Menge an verfügbarem Ceramid. 
Aufgrund der erzielten Daten konnten zum ersten Mal die Proteine Lag1p und Dgt1p als 
essentielle Bestandteile der Ceramidsynthasereaktion charakterisiert werden. Summary 
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1. SUMMARY 
The work presented in this dissertation gave the following results: 
(i) Sequence homologous of the membrane proteins Lag1p and Dgt1p exist all over the 
kingdom of eucaryotes. All of them share a highly conserved motif with two hydrophilic 
residues within a transmembrane domain. A limited proteolytic digestion showed, that the N-
terminus of Dgt1p is orientated to the cytosolic side. Together with the in silicio analysis, the 
proteins of the LAG family have six transmembrane domains, a cytosolic C-terminus and an 
ER lumenal loop of ca. 45 amino acids. 
(ii) Different mutants of Dgt1p showed, that the C-terminus is essential for the function of the 
protein. The soluble N-terminus or its dilysine motif, normally mediating retrieval of ER 
resident proteins that escaped to the Golgi, have not obvious importance for Dgt1p. 
(iii) Lag1p and Dgt1p fulfill their function in the membrane of the ER and are no constitutive 
parts of COPII transport vesicles. Moreover, both proteins interact with each other and 
therefore appear to form a heteropolymeric complex in the ER membrane. 
(iv) The synthesis rates of complex sphingolipids are drastically reduced in the absence of 
LAG1 and DGT1. Consequently, lag1Ddgt1D cells have a decreased portion of sphingolipids 
compared to the wild type. The lipid defekt is not due to lacking phosphoinositolation of 
ceramide, since the catalytic activity of the corresponding enzyme was proven in vivo. Summary 
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(v) The synthesis block in lag1Ddgt1D cells leads to an accumulation of sphingoid bases. In 
this connection it was shown, that Lag1p and Dgt1p are essential for the incorporation of 
exogenous dihydrosphingosine into ceramide, whereas in their absence endogenous 
dihydrosphingosine is converted to ceramide with a merely decreased rate. The elongation of 
fatty acids to C26 is not reduced in lag1Ddgt1D cells. Lipid extracts of fumonisin B1 treated 
wild type cells resemble that of the double mutant, whereas the latter is not influenced by a 
toxin based inhibition of ceramide synthase. Overexpression of LAG1 and DGT1 does not 
lead to an overproduction of ceramide or sphingolipids. However, a direct in vitro assay for 
ceramide synthase activity finally proved the essential requirement of the reaction for Lag1p 
and Dgt1p. 
(vi) The overproduction of the ceramidases Ypc1p and Ydc1p in lag1Ddgt1D cells increases 
the synthesis rates as well as the effective amounts of complex sphingolipids. The defective 
incorporation of exogenous dihydrosphingosine into ceramide was, however, not reverted. 
The additional deletion of YPC1 and YDC1 in the absence of LAG1 and DGT1 decreased the 
amounts of inositol containing sphingolipids beyond detectable levels and, therefore, 
confirmed the essential requirement of Lag1p and Dgt1p for the ceramide synthase reaction. 
(vii) The survival of lag1Ddgt1D cells compared to wild type cells after short heat shock is 
drastically impaired. Moreover, the ability of yeast to form single cells on agar plates directly 
contributes to the temperature and the amount of ceramide available. 
As a consequence of the data obtained, the proteins Lag1p and Dgt1p are the first to be 
characterized as essential parts of the ceramide synthase reaction. 
 Einleitung 
10 
2.   EINLEITUNG 
Die Veröffentlichung der kompletten Genomsequenz der Bäckerhefe Saccharomyces 
cerevisiae im Jahr 1996 ebnete Wissenschaftlern den Weg für einen i mmensen 
Wissenszuwachs über die Biologie dieses eukaryontischen Einzellers (Mewes et al., 1997). 
Aufgrund der physiologischen Ähnlichkeit zu Zellen höherer Eukaryonten, der einfachen 
Handhabung sowie eines fundierten methodischen Repertoires dient S. cerevisiae häufig als 
Modellorganismus zur Erforschung biochemischer und zellbiologischer Prozesse. Viele 
offene Fragen, beispielsweise zur Regulation des Zellzyklus, dem Transport und der 
Sekretion von Proteinen oder der Organisation des Genoms wurden seither  beantwortet. 
Obwohl es neben der Proteinchemie auch weitreichende Erkenntnisse zur Biosynthese und 
Funktion von Lipiden oder Sterolen gibt, befindet sich die Forschung auf dem Gebiet der 
Sphingolipide noch immer in den Anfängen. 
Der griechischen Sage nach  saß die Sphinx (das altgriechische  sphingo bedeutet 
übersetzt strangulieren), der Dämon des Todes und der Zerstörung, auf einem hohen Felsen 
nahe Theben und gab allen Vorbeireisenden ein Rätsel auf. Konnte der Befragte das Rätsel 
der Sphinx nicht beantworten, so wurde er von dem Dämon zu Tode gewürgt. Als zu Beginn 
des 20. Jahrhunderts Wissenschaftler zum ersten Mal eine neue Klasse von Membranlipiden 
mit rätselhafter Zusammensetzung und Funktion entdeckten, nannten sie diese Lipide in 
Analogie zu der griechischen Sage deshalb Sphingolipide. Erst in den letzten Jahren konnte 
diesen außergewöhnlichen Lipiden neben ihrer Rolle beim Aufbau von Membranen einige 
essentielle Funktionen zugeordnet werden, die im weiteren Verlauf beschrieben werden. 
 Einleitung 
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2.1.  Biosynthese von Sphingolipiden 
Die Biosynthese von Sphingolipiden beginnt mit der irreversiblen Kondensation von 
Palmityl-CoA und Serin (Abb. 2.1; Übersicht in Daum et al., 1998; Dickson, 1998; Dickson 
und Lester, 1999a; Dickson und Lester, 1999b). Neben Kohlendioxid und freiem CoA wird in 
dieser Reaktion 3 -Ketodihydrosphingosin (KDHS) gebildet. Die Serinpalmityltransferase 
(SPT), ein Multienzymkomplex aus den drei physikalisch assoziierten Proteinen Lcb1p, 
Lcb2p (Nagiec et al., 1994; Zhao et al., 1994) und Tsc3p (Gable et al., 2000) bewerkstelligt 
diese Reaktion. Lcb2p wird dabei eine mögliche katalytische Aktivität zugeordnet, da es die 
Bindestelle für die prosthetische Gruppe Pyridoxalphosphat besitzt. Lcb1p ist ebenfalls an der 
Katalyse beteiligt (Zanolari et al., 2000). Im Gegensatz zu Lcb1p und Lcb2p ist Tsc3p nicht 
essentiell für die SPT-Aktivität, sondern scheint vielmehr eine Rolle in der Substratbindung 
zu spielen. Dementsprechend zeigten Funktionsanalysen, daß in Abwesenheit von TSC3 die 
Substrathemmung der SPT durch Palmityl-CoA in vitro bei weitaus geringerer Konzentration 
stattfindet und auf diese Weise die Enzymaktivität auch in vivo beeinflußt wird (Gable et al., 
2000). Die SPT ist das Ziel einiger natürlicher Inhibitoren, zu denen Sphingofungine 
(Zweerink et al., 1992;  Horn et al., 1992), Viridofungine ( Mandala et al., 1997a), 
Lipoxamycin (Mandala et al., 1994) und Myriocin (Miyake et al., 1995) zu zählen sind. 
Im weiteren Verlauf der Biosynthese reduziert Tsc10p im nächsten Schritt das 
Kondensationsprodukt KDHS unter Verbrauch von NADPH/H
+ zu der Sphingoidbase 
Dihydrosphingosin (DHS; auch als Sphinganin bezeichnet; Abb. 2.1). Neben dem endogen 
synthetisierten kann die Zelle auch extrazelluläres DHS verwerten. Exogenes DHS wird nach 
der Aufnahme mittels der zwei Kinasen Lcb4p und Lcb5p (Nagiec et al., 1998) am C1-Atom 
effizient zu DHS-1-Phosphat (DHS-1-P), einer für die weitere Sphingolipidsynthese inaktiven Einleitung 
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Vorstufe, phosphoryliert. Diese Modifikation bedingt die Aktion der Sphingoidbase-
Phosphatase Lcb3p ( Mao  et al., 1997; Qie et al., 1997), um DHS-1-P wieder zu 
dephosphorylieren und somit für den weiteren Syntheseweg bereitzustellen.  Wie Lcb3p 
besitzt auch das homologe Protein Lbp2p DHS-1-P-Phosphataseaktivität ( Mandala et al., 
1998a), kann aber eine lcb3-Mutante hinsichtlich der Inkorporation von exogenem DHS in 
Ceramid nicht funktionell komplementieren ( Qie et al., 1997). Die Aktivität der Kinasen 
Lcb4p und Lcb5p konnte sowohl im Cytosol als auch membrangebunden nachgewiesen 
werden, wohingegen Lcb3p nur als Membranprotein vorliegt. Neuesten Erkenntnissen 
zufolge bilden Kinase und Phosphatase einen physikalisch assoziierten Komplex an der 
Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) aus (H. Riezman, persönliche Mitteilung). 
Im nächsten Schritt wird eine gesättigte Fettsäure über eine Amidbindung mit DHS 
verknüpft, um so Dihydroceramid (DHCer) zu bilden (Abb. 2.1). Ein Enzym, welches zu der 
Klasse der Acyltransferasen zählt und als Sphinganin-N-Acyltransferase oder 
Ceramidsynthase (CerS) bezeichnet wird, katalysiert diese Reaktion auf der cytosolischen 
Seite des ER (Hirschberg et al., 1993). Obwohl die Regulation der de novo-Synthese von 
Ceramid von sehr großen Interesse ist (siehe später), konnte bisher in keinem Organismus 
weder ein Gen noch ein Protein identifiziert werden, welches an diesem Schritt beteiligt ist. 
Wie auch die SPT wird die CerS durch eine Reihe natürlich vorkommender Toxine, z.B. 
Australifungin (Mandala et al., 1995) oder Fumonisin B1 (FB1; Wang et al., 1991), inhibiert. 
Alle bisher aufgeführten, generellen Biosyntheseschritte finden de novo im ER statt 
und sind hochkonserviert in der Hefe über Pflanzen bis zu Säugern (Dickson, 1998). Dennoch 
unterscheidet sich Säugerceramid strukturell von dem aus  S. cerevisiae einerseits in der 
Kettenlänge der Fettsäure, welche in Hefe aus 26 (Lester und Dickson, 1993) und in Säugern 
aus 18-24 Kohlenstoffatomen besteht. Die Elongation von C20- zu C26-Fettsäuren wird in Einleitung 
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Hefe durch ein membranassoziiertes System mit den Komponenten Elo2p und Elo3p 
bewerkstelligt ( Oh et al., 1997). Die Deletion der entsprechenden Gene führt zu einer 
herabgesetzten Ceramidproduktion und verdeutlicht so die Substratspezifität der Hefe-CerS 
bzgl. C26-Fettsäuren. Andererseits besitzt Säugerceramid im Sphinganingerüst eine 4,5-trans-
Doppelbindung (Michel et al., 1997). Anstelle der Einführung dieser Doppelbindung durch 
die Ceramiddesaturase wird in Hefe der Sphinganinrest am C-4-Atom zum Phytosphingosin 
(PHS) hydroxyliert und DHCer dadurch zum Phytoceramid (PHCer) modifiziert. Dieser 
Schritt geschieht unter Katalyse von Sur2p (Haak et al., 1997; Mitchell und Martin, 1997; 
Grilley et al., 1998), einer membrangebundenen Desaturase/Hydroxylase mit einem 
Oxozweieisen-(Fe-O-Fe)-Motiv im katalytischen Zentrum. Das gebundene Sauerstoffatom 
wird dabei von molekularem Sauerstoff bereitgestellt (Shanklin et al., 1997). Obwohl bisher 
nicht eindeutig gezeigt wurde, ob DHS oder DHCer das bevorzugte Substrat von Sur2p ist, 
scheinen in vivo beide Reaktionswege parallel stattzufinden. Desweiteren ist in Hefe häufig 
eine Hydroxygruppe am  a-Atom des Fettsäurerests anzufinden, wohingegen eine weitere 
Hydroxylierung entlang der Alkylkette eher selten ist (Lester und Dickson, 1993). Das Gen 
SCS7, welches für ein Protein mit einer Desaturase/Hydroxylase- und einer Cytochrom-B5-
ähnlichen Domäne kodiert, ist für diese Reaktion essentiell (Haak et al., 1997; Dunn et al., 
1998). Aufgrund der verschiedenen Hydroxylierungsgrade läßt sich Ceramid in die vier 
Klassen I-IV einteilen (Abb. 2.1). Die Analyse von Gesamtlipidextrakten aus S. cerevisiae hat 
gezeigt, daß Ceramid-III am häufigsten vertreten ist, gefolgt von Ceramid-IV ( Lester und 
Dickson, 1993). Das fertige Ceramid wird anschließend vom ER in den Golgi Apparat 
transportiert, wo es die polaren Kopfgruppen erhält (Puoti et al., 1991; Levine et al., 2000). 
Dieser Transport scheint im wesentlichen vesikulär stattzufinden, allerdings können 
Alternativprozesse nicht ausgeschlossen werden (Kok et al., 1998; Fukasawa et al., 1999). Einleitung 
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Abb.  2.1: Biosynthese von Ceramid in Hefe. Im ersten Schritt kondensieren Serin und Palmitin-CoA unter 
Freisetzung von Kohlendioxid zu KDHS. Die folgende Reduktion von KDHS zu DHS erfolgt unter Verbrauch 
zweier Redoxäquivalenten. Die Sphingoidbase DHS dient als Substrat für die Ceramidsynthese, zu deren Zweck 
sie mit einer CoA-aktivierten C26:0-Fettsäure N-acyliert wird. Das Produkt dieser Reaktion, CER-I, kann durch 
Hydroxylierung an C4 der Sphingoideinheit (CER-II) und durch zwei weitere Hydroxylierungen entlang der 
Alkylkette der Fettsäureeinheit zu den häufigsten Ceramiden CER-III und CER-IV konvertiert werden. 
 
In Hefe wird Ceramid durch den Transfer von Phosphoinositol vom 
Phosphatidylinositol (PI) an die 1-Hydroxygruppe des Ceramid zu Inositolphosphorylceramid 
(IPC) konvertiert ( Becker und Lester, 1980). Diese Reaktion wird von der 
membrangebundenen PI:Ceramid-Phosphoinositoltransferase (IPCerS) auf der lumenalen Einleitung 
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Seite des Golgi katalysiert (Levine et al., 2000). Die verfügbaren Daten deuten darauf hin, 
daß AUR1, ein essentielles Gen, für die IPCerS oder eine Untereinheit des Enzyms kodiert 
(Nagiec et al., 1997). Die IPCerS-Aktivität wird durch die Toxine Aureobasidin A (Nagiec et 
al., 1997), Khafrefungin (Mandala et al., 1997b) und Rustmicin (Mandala et al., 1998b) mit 
einer IC50 von weniger als 1 nM inhibiert. Da Säuger kein IPC synthetisieren, ist die IPCerS 
ein vielversprechendes Ziel zur antifungalen Therapie, insbesondere im Licht des verstärkten 
Einsatzes von Immunsuppressiva bei Patienten mit Organtransplantaten, im Zuge der 
Chemotherapie oder bei Patienten mit Defekten im Immunsystem, z.B. im Fall von AIDS. 
Im weiteren Verlauf der Sphingolipidbiosynthese wird IPC zu 
Mannosylinositolphosphorylceramid (MIPC) mannosyliert. Die Deletion von entweder SUR1 
oder  CSG2 verhindert die Bildung von MIPC und führt zu einer Akkumulation von IPC 
(Beeler et al., 1997). Beide Gene sind nicht essentiell für die Lebensfähigkeit der Hefe. Sur1p 
hat eine sequentielle Ähnlichkeit zu der  a-Mannosyltransferase Och1p ( Nakayama et al., 
1992) und wird deshalb als katalytische Einheit in diesem Syntheseschritt angesehen. Csg2p 
besitzt eine typische EF-Hand zur Kalziumbindung und scheint den Kalziumspeicher im ER 
zu regulieren (Beeler et al., 1994). Die Notwendigkeit dieses Proteins in der Mannosylierung 
von IPC ist aber unklar. 
Das terminale Produkt der Sphingolipidbiosynthese in  S. cerevisiae  ist 
Mannosyldiinositolphosphorylceramid (M(IP)2C), welches unter Katalyse von Ipt1p durch 
das Anhängen eines zweiten Phosphoinositolrests an die Mannoseeinheit von MIPC gebildet 
wird ( Dickson et al., 1997b). Strukturelle Analysen mittels NMR weisen auf eine 
Verknüpfung nach dem Muster Ceramid-(1)-P-1-Inositol(a-1,2)Mannose(6)-P-1-Inositol hin 
(Abb. 2.2; Dickson und Lester, 1999a). Einleitung 
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Abb.  2.2: Grundgerüst eines Typ-III M(IP)2C aus Hefe.  Ein  S. cerevisiae Typ-III Sphingolipid besteht 
einerseits aus einem lipophilen Ceramidanteil mit PHS und C26:0-OH. Die hydrophile Kopfgruppe setzt 
sich aus Phosphoinositol, Mannose und einem weiteren Phosphoinositol zusammen. Die Biosynthese des 
Sphingolipids ist bis zur Ceramidsynthese im ER lokalisiert. Danach wird es zum Golgi transportiert, wo 
es durch sukzessives Anhängen der hydrophilen Reste fertiggestellt wird. 
 
Der Anteil von M(IP)2C an der Gesamtmenge von Sphingolipiden in S. cerevisiae 
beträgt normalerweise zwischen 65-75 % (Smith und Lester, 1974), während die restlichen 
25-35 % zwischen IPC und MIPC aufgeteilt sind. Obwohl es in diesem Zusammenhang 
kontrovers erscheint, ist die Synthese von M(IP)2C nicht ausschlaggebend für den Wildtyp-
Phänotyp, und das Fehlen dieses Lipids scheint die Lebensfähigkeit der Hefe nicht zu 
beeinträchtigen (Dickson et al., 1997b; Leber et al., 1997). Ein Defekt in der Synthese von 
M(IP)2C bewirkt indes eine erhöhte Resistenz der Zelle gegenüber dem Fungizid Nystatin. 
Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit von Nystatin und Sterolen und im Zusammenhang mit 
dem  Wissen um die Interaktion von Sphingolipiden und Cholesterol/Ergosterol in der 
Plasmamembran (siehe später) ist es deshalb denkbar, daß M(IP)2C die Membraninsertion 
und Oligomerisierung von speziell Nystatin vermittelt. Einleitung 
17 
2.2.  Abbau von Sphingolipiden  
Im Gegensatz zu Hefe besitzen Säugerzellen keine inositolhaltigen Sphingolipide. 
Stattdessen synthetisieren sie zum einen eine große Bandbreite an Glycosphingolipiden  – 
Ceramide mit unterschiedlichen Zuckerresten  – oder Sphingomyelin, ein Ceramid mit 
Phosphocholin a ls polarer Kopfgruppe. Der Abbau von speziell Sphingomyelin mittels 
verschiedener Sphingomyelinasen (Quintern et al., 1989; Chatterjee et al., 1999; Hofmann et 
al., 2000) ist exakt kontrolliert und bewirkt eine Reihe zellbiologischer Prozesse. Der 
Abbaumechanismus und dessen Beudeutung wird in Kapitel  2.3.3 näher besprochen. Die 
Hauptsphingolipide IPC, MIPC und M(IP)2C der Hefe sind vergleichsweise stabil (Lester und 
Dickson, 1993), obwohl es Indizien für eine Sphingolipid-Phospholipase-C-Aktivität gibt 
(Wells et al., 1998). Als Komplement zu der CerS wurde in S. cerevisiae kürzlich ein Gen 
identifiziert, welches für die Phytoceramidase Ypc1p kodiert (Mao et al., 2000a). Die Autoren 
fanden, daß Ypc1p spezifisch PHCer spaltet und dabei PHS freisetzt. Interessanterweise 
vermittelt die Überexpression von YPC1 Wildtypzellen eine erhöhte Resistenz gegenüber dem 
CerS-Inhibitor FB1, ein Phänomen, welches auf die reverse und FB1-resistente Aktivität der 
Ceramidase zurückzuführen ist. Die biologische Signifikanz dieser ceramid-synthetisierenden 
Reaktion ist nicht bekannt. In der Hefedatenbank ist ebenfalls das Gen YDC1 (YPL087c) 
eingetragen, welches für eine Ceramidase mit einer Spezifität für DHCer kodiert (Mao et al., 
2000b). Wie Ypc1p ist auch Ydc1p zur Umkehrreaktion befähigt, wenngleich in einem 
geringeren Maße.  DPL1 kodiert für eine Lyase zur Spaltung von DHS-1-P zu 
Phosphoethanolamin (Etn-P) und Palmitinaldehyd (Saba et al., 1997). Letzere Verbindung 
kann nach Oxidation zu Palmitat in den generellen Lipidstoffwechsel eingehen, während Etn-
P als Baustein für die Synthese von Aminoglycerophospholipiden dient (Percy et al., 1984). Einleitung 
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2.3.  Funktion von Sphingolipiden 
2.3.1.  Sphingolipide im Membranaufbau 
IPC, MIPC und M(IP)2C befinden sich hauptsächlich in der Plasmamembran mit 
einem Anteil von 30 % an der dortigen Gesamtmenge von Phospholipiden (Patton und Lester, 
1991; Hechtberger et al., 1994). Kleinere Mengen von IPC kommen auch im Golgi oder in 
der Vakuole vor, wohingegen Mitochondrien nur geringste Spuren an Sphingolipiden 
aufweisen. Es ist indes nicht klar, ob diese Lipide in Hefe enstprechend dem Säugermodell 
bevorzugt in der extrazellulären Seite der Doppelmembran vorkommen ( van Echten und 
Sandhoff, 1993). Aufgrund der stärkeren Hydrophobizität von Ceramid im Vergleich zu DAG 
besitzen Sphingolipide einen höheren Schmelzpunkt als Glykolipide. Es w urde deshalb 
vorgeschlagen, daß Sphingolipide unter nativen Bedingungen in einer flüssig-geordneten 
Phase vorkommen und sich so von den flüssig-ungeordneten Glykolipiden in der Membran 
lateral abgrenzen. Diese Idee der lateralen Heterogenität wurde in Modellmembranen mit 
Hilfe von Fluoreszenzspektrometrie bestätigt ( Ahmed et al., 1997). Als Folge dieser 
Abgrenzung werden in der Membran sogenannte Mikrodomänen postuliert. Die physikalische 
Erklärung für die Ausbildung dieser Domänen scheint  in einer van-der-Waals-
Wechselwirkung entlang der gesättigten Acylketten zu liegen ( Schroeder et al., 1994). 
Cholesterol/Ergosterol ist ebenfalls in sphingolipid-angereicherten Mikrodomänen vorhanden 
und scheint dabei zum einen durch Interaktion mit Sphingolipiden eine dichtere Packung zu 
erlauben ( Smaby et al., 1996), und zum anderen vermehrt im Grenzbereich zwischen 
Sphingo- und Glykolipiden vorzukommen, um so einen energiebegünstigten Übergang 
zwischen den beiden Lipidphasen zu vermitteln (Cruzeiro-Hansson et al., 1989). Einleitung 
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Ein weiteres, wesentliches Merkmal von Ceramid ist die bereits erwähnte 
ungewöhnliche Kettenlänge der Fettsäure, C26 in Hefe und C18-24 in Säugerzellen. Im 
Vergleich zu DAG mit einer Kettenlänge von 16-18 ergibt sich dadurch eine Vergrößerung 
des Membranquerschnitts in Bereichen mit hohem Anteil an Sphingolipiden. Dieser 
Heterogenität der Membran wird eine signifikante biologische Bedeutung zugeschrieben, die 
sich in der Polarität von Epithelzellen oder auch der Proteinsortierung äußert (Zegers und 
Hoekstra, 1998; Levine et al., 2000). Transmembrandomänen (TMD) integraler 
Membranproteine in Hefe besitzen eine Länge von 15-22 Aminosäuren. Es konnte in diesem 
Zusammenhang gezeigt werden, daß diese Länge im Fall von ER- oder golgiresidenten 
Membranproteinen ca. 15 Aminosäuren beträgt, während die der Plasmamembranproteine 
durchschnittlich 20-23 ist. Im Licht der prozentualen Sphingolipidverteilung zugunsten der 
Plasmamembran u nd der auf den Golgi Apparat beschränkten Sphingolipidsynthese liegt 
deshalb die Vermutung nahe, daß Membranproteine mit kürzeren TMD vom vesikulären 
Transport zur Plasmamembran durch dickere Membranschichten der Vesikel ausgeschlossen 
sind und so eine effiziente Proteinsortierung stattfindet (Levine et al., 2000). 
 
2.3.2.  Transport GPI-verankerter Proteine 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine stellen eine eigene Klasse 
membranassoziierter Proteine dar, befinden sich hauptsächlich in der Plasmamembran 
eukaryotischer Zellen und sind z.B. an enzymatischen Prozessen, am Zellwandaufbau oder 
Zell-Zell-Kontakten beteiligt (Übersicht in McConville und Ferguson, 1993; Popolo und Vai, 
1999). Zur Synthese des GPI-Ankers in  Hefe werden einem PI schrittweise  N-
Acetylglucosamin und drei Mannosereste angehängt. Die Mannosemoleküle sind jeweils mit Einleitung 
21 
Etn-P verknüpft (Flury  et al., 2000), wobei die Aminogruppe des terminalen Etn-P zur 
Verbindung mit dem C-Terminus des Proteins dient (Abb. 2.3). Die Struktur des Ankers kann 
aber in verschiedenen Zelltypen variieren. Während die Ankersynthese an der cytosolischen 
Seite der ER-Membran stattfindet (Vidugiriene und Menon, 1993; Vidugiriene und Menon, 
1994), geschieht die  Verankerung mit dem Vorläuferprotein in der Transamidasereaktion 
lumenal ( Vidugiriene und Menon, 1995). Es ist indes nicht klar, wie und zu welchem 
Zeitpunkt der Anker über die Membran des ER transloziert. Verfügbare Indizien deuten 
darauf hin, daß der Anker vor der Translokation komplett fertiggestellt wird. 
 
 
Abb. 2.4: Grundstruktur des GPI-Ankers in Hefe. Den meisten eukaryontischen GPI-Ankern ist die Struktur 
EtN-P-6Mannosea1-2Mannosea1-6Mannosea1-4GlcNa1-6PI gemein. Das terminale Etn-P dient zur 
Verankerung mit dem Protein. In Hefe können die Mannosereste mit zusätzlichen Etn-P verbunden sein. Die 
Lipideinheit besteht in Säugern gewöhnlich aus sn-1-Alkyl-sn-2-Acylglycerol, in Hefe aus sn-1,2-Diacylglycerol 
(hier dargestellt) oder Ceramid. Einleitung 
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In der Transamidasereaktion wird von dem Vorläuferprotein eine spezifische C -
terminale Signalsequenz, welche vermutlich auch zur vorübergehenden Membranverankerung 
dient, abgetrennt und stattdessen der GPI-Anker angehängt. Mindestens zwei Proteine, Gaa1p 
und Gpi8p, sind für diesen Schritt in Hefe (Hamburger et al., 1995; Benghezal et al., 1996; 
Ohishi et al., 2000) als auch Säugern (Hiroi et al., 1998; Inoue et al., 1999) notwendig. Nach 
abgeschlossener Biosynthese wird der Diacylglycerol (DAG)-Anteil vieler GPI-verankerter 
Proteine im ER oder Golgi gegen ein Ceramid ausgetauscht bzw. mit einer C26-Fettsäure an 
der sn-2 Position versehen (Conzelmann et al., 1992; Sipos et al., 1997). Das fertige GPI-
verankerte Proteine wird schließlich vesikulär zu seinem Zielort, der Plasmamembran, 
transportiert. 
Eine Interaktion GPI-verankerter Proteine mit Sphingolipiden wurde das erste Mal in 
MDCK-Zellen aufgrund einer Resistenz der GPI/Sphingolipid/Cholesterol-reichen 
Mikrodomänen gegenüber kalter Detergenzextraktion gezeigt (Brown und Rose, 1992). Die 
Tatsache, daß die Bildung dieser Domänen während des sekretorischen Wegs erst ab dem 
Golgi identifiziert wurde, begründeten die Autoren damit, daß dies der Syntheseort der 
komplexen Sphingolipide sei. Mittlerweile wurde die Präsenz solcher Mikrodomänen in der 
Plasmamembran von Säugerzellen auch unter nativen Bedingungen nachgewiesen 
(Friedrichson und Kurzchalia, 1998; Varma und Mayor, 1998). Eine Inhibition der CerS 
mittels FB1 führt zu einer fehlerhaften Sortierung und einem ineffizienten Transports GPI-
verankerter Proteine zur Plasmamembran (Mays et al., 1995; Ledesma et al., 1998). Einen 
ähnlichen Effekt der GPI-Fehlsortierung ergibt eine Verringerung der 
Cholesterolverfügbarkeit für MDCK-Zellen ( Hannan und Edidin, 1996). In Hefe gibt es 
hingegen nur wenig Informationen über eine physikalische Assoziation von GPI-verankerten 
Proteinen und Sphingolipiden. Ein Block der SPT mittels Myriocin oder der Einleitung 
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temperatursensitiven Mutante lcb1-100 führt zu einem rapiden Stop des Ausschleusens GPI-
verankerter Proteine aus dem ER (Horvath et al., 1994; Sütterlin et al., 1997). Die Tatsache, 
daß die Überexpression eines Gens für ein GPI-verankertes Protein den Phänotyp einer 
sphingolipid-defizienten Mutante partiell supprimiert, beleuchtet ebenfalls die Bedeutung der 
Sphingolipidbiosynthese im Transport GPI-verankerter Proteine (Skryzypek et al., 1997). Die 
genaue molekulare Funktion von Sphingolipiden ist in dieser Hinsicht aber noch ungeklärt. 
Ebenso unklar ist, ob Ceramid oder DHS/PHS für den Transport zum Golgi ausschlaggebend 
ist. Interessanterweise bedingt ein Defekt in der frühen GPI-Ankersynthese eine Reduktion 
der IPC- und MIPC-Synthese ( Schönbächler et al., 1995), vermutlich aufgrund einer 
Herabsetzung der SPT-Aktivität. Die Verbindung dieser beiden Prozesse konnte zwar bisher 
nicht molekular identifiziert werden, unterstreicht aber die koordinierte Biosynthese von 
Sphingolipiden und GPI-verankerten Proteinen. 
 
2.3.3.  Die Rolle von Ceramid in der Signaltransduktion 
Die Erfassung von Reizen oder veränderten Umweltzuständen ist für das Überleben 
einzelner Zellen oder eines Zellverbunds von essentieller Bedeutung. Nur durch eine 
spezifische Reaktion kann sich der Organismus den äußeren Einflüssen anpassen und auf 
diese Art und Weise das eigene Fortbestehen sichern. Um eine derartige Reaktion 
hervorzurufen, muß die Art und Qualität des Reizes über definierte Signaltransduktionswege 
von der Rezeption weitergeleitet werden. In jüngster Zeit konnte bestimmten Sphingolipiden 
eine Funktion in der Signaltransduktion sowohl in Säugern (Übersicht in Mathias et al., 1998) 
als auch in Hefe (Übersicht in  Dickson, 1998; Dickson und Lester, 1999a) zugeordnet 
werden. Einleitung 
24 
In Säugerzellen interagiert Ceramid als Sekundärbotenstoff direkt mit einer 
ceramidaktivierten Proteinphosphatase (CAPP;  Dobrowsky et al., 1993) sowie  -kinase 
(CAPK; Mathias et al., 1991) oder der Proteinkinase C (PKCz; Muller et al., 1995). Ceramid 
kann zusätzlich auch mit verschiedenen Signalsystemen interagieren, z.B. dem 
mitogenaktivierten Kinaseweg (Yao et al., 1995), dem Junkinaseweg (Verheij et al., 1996), 
den Caspase-Proteasen ( Susin et al., 1997) oder auch dem mitochondrialen Signalweg 
(Martin et al., 1995; Gudz et al.,  1997). Auf diese Art und Weise vermittelt es 
Zelldifferenzierung, Zellzyklusarrest oder Apoptose, signalisiert aber auch Entzündungen und 
wirkt so auf das Immun- und Zentralnervensystem und das Endokrine und Vaskuläre System 
ein (Übersicht in Mathias et al., 1998). Seine große klinische Bedeutung gewann Ceramid als 
Botenstoff in Verbindung mit einer Reihe schwerer Krankheiten wie Atherogenese (Marathe 
et al., 1998), Diabetes ( Begum et al., 1996; Kanety et a l., 1996; Peraldi et al., 1996), 
Gebärmutterkrebs (Rylova et al., 1997) und Reperfusionsverletzung (Bielawska et al., 1997). 
Die Entstehung des Sekundärbotenstoffs Ceramid sowie deren biologische Auswirkung in 
Säugerzellen ist zum einen abhängig vom Zelltyp und zum anderen bedingt durch die Art und 
Qualität des Reizes. Tumornekrosefaktor  a (TNFa), Interleukin-1b (IL-1b), 
Nervenwachstumsfaktor oder Fasligand stimulieren Sphingomyelinasen ( Quintern et al., 
1989; Chatterjee et al., 1999; Hofmann et al., 2000), was zur Spaltung von Sphingomyelin in 
der Plasmamembran und folglich zur Freisetzung von Ceramid führt. Im Gegensatz dazu 
bewirken Anthracycline (Bose et al., 1995), Lipopolysaccharide (Balsinde et al., 1997) oder 
Camptothecin (Suzuki et al., 1997) eine Zunahme der de novo-Synthese von Ceramid via der 
CerS (Abb. 2.5). Einleitung 
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Abb. 2.5: Entstehung und Wirkung von Ceramid als Stresssignal in Säugerzellen. 
Ceramid kann entsprechend der Art und Qualität des Reizes entweder über die Spaltung 
von Sphingomyelin oder die  de novo-Synthese formiert werden. Diese Schritte 
involvieren die Enzyme Sphingomyelinase oder Ceramidsynthase. In Folge interagiert 
Ceramid direkt mit CAPP, CAPK und PKCz, oder oder indirekt mit diversen SAPK. 
Auf diese Art und Weise signalisiert Ceramid Zelldifferenzierung, Zellzyklusarrest, 
Entzündung oder Apoptose. 
 
In Hefe hat die Inhibition der IPCerS den Zelltod zur Folge. Nagiec et al. (1997) 
mutmaßten, daß die begleitende Akkumulation von Ceramid hierfür ausschlaggebend sein 
könnte. Die Tatsache, daß in S. cerevisiae eine CAPP identifiziert wurde (Fishbein et al., 
1993), welche einen G1-Zellzyklusarrest bewirkt (Nickels und Broach, 1996), unterstützt das 
Postulat eines phylogenetisch alten und konservierten Ceramidsignalwegs in Eukaryonten. 
Aufgrund der hohen Stabilität inositolhaltiger Sphingolipide wird allerdings vermutet, daß im 
Gegensatz zu Säugerzellen in Hefe der Botenstoff Ceramid hauptsächlich de novo gebildet Einleitung 
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wird. Die Überlebensfähigkeit von Hefezellen im Hitzestreß beispielsweise ist koordiniert mit 
einem zeitversetzten Anstieg von DHS/PHS, DHS-1-P/PHS-1-P und schließlich Ceramid, 
wobei nur letzteres einen erhöhten Level beibehält und die Sphingoidbasen oder -phosphate 
nach 10 min bzw. 20 min wieder abnehmen (Jenkins et al., 1997; Wells et al., 1998). Es gibt 
bisher keine eindeutigen Daten zur Regulation dieser Stressantwort, Vermutungen schließen 
aber eine temperaturabhängige Aktivierung der CerS nicht aus. Obwohl dem Ceramid eine 
Rolle im Hitzestreß nicht abzusprechen ist, scheinen dennoch die phosphorylierten 
Sphingoidbasen durch transkriptionelle Aktivierung trehalosesynthetisierender Enzyme für 
das Überleben verantwortlich zu sein (Mandala et al., 1998a; Skrzypek et al., 1999). 
In Säugerzellen übernimmt Sphingosinphosphat wichtige Funktionen, z.B. indem es 
der apoptotischen Wirkung von Ceramid entgegensteht und zellproliferierend wirkt oder 
Mitogenese einleitet ( Cuvillier et al., 1996). Vor kurzem wurde gezeigt, daß es die 
Aktivierung der Caspasen inhibiert und somit den ceramidvermittelten Signalweg unterbricht 
(Cuvillier et al., 1998). Neben den Sphingosinkinasen und  -phosphatasen ist die CerS in 
diesem Zusammenhang ein kritisches Enzym, da es den relativen Level von Sphingoidbase 
und Ceramid balanciert und somit das Schicksal der Zelle bestimmt. Die Regulation der CerS 
ist von großem Interesse, insbesondere, da eine Reihe chemotherapeutischer Agenzien über 
die  de novo-Ceramidsynthese eine apoptotische Wirkung aufweisen ( Bose et al., 1995; 
Suzuki et al., 1997). Es konnte dennoch bisher in keinem Organismus weder ein Gen noch ein 
Protein identifiziert werden, welches für diesen N-Acyltransfer verantwortlich ist. Einleitung 
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2.3.4.  Weitere Funktionen von Sphingolipiden 
Der erste Hinweis in  S. cerevisiae auf eine Rolle der Sphingolipide in genereller 
Stressresistenz kam von Analysen sphingolipiddefizienter Stämme. Obwohl die 
Sphingolipidbiosynthese, angefangen bei der SPT, für Hefe essentiell ist (Wells und Lester, 
1983; Pinto et al., 1986), konnte eine Mutante, genannt SLC, ohne detektierbare Mengen an 
Sphingolipiden wachsen (Dickson et al., 1990). Dieser Stamm trägt neben der Deletion von 
LCB1 oder LCB2 (Nagiec et al., 1994) eine Punktmutation im Gen SLC1 (Nagiec et al., 1993) 
und erlaubt so einer mutmaßlichen Fettsäureacyltransferase die Synthese von DAG-basierten 
Phospholipiden mit C-26 Fettsäuren an der sn-2 Position und Kopfgruppen ensprechend der 
Sphingolipidklassen (Lester et al., 1993). Die neuen SLC-Lipide ahmen somit die Struktur 
höherer Sphingolipide nach und können vermutlich auch einige Funktionen kompensieren. 
Dennoch sind SLC-Zellen im Gegensatz zum Wildtyp nicht befähigt, bei pH 4, 37 °C oder in 
der Gegenwart von 750 mM Natriumchlorid zu wachsen. Extrazelluläre Sphingoidbasen zur 
Kompensation d es endogenen Synthesedefekts hingegen stellen sowohl die 
Sphingolipidsynthese als auch die Wachstumsfähigkeit der Zellen unter den genannten 
Bedingungen wieder her, sodaß deren intrazelluläre Präsenz als Mediator der 
Stressbewältigung für essentiell erachtet wird. Der Mechanismus für diese Resistenz 
beispielsweise gegenüber niedrigem pH ist zwar nicht geklärt, Modelle ziehen aber eine 
sphingolipidvermittelte Regulation der Plasmamembran-ATPase Pma1p ( McCusker et al., 
1987) zur Aufrechterhaltung des intrazellulären pH-Optimums in Betracht (Dickson, 1998). 
Eine Suche, welche auf die Identifikation von Genen zur intrazellulären 
Kalziumregulation ausgerichtet war, führte zur Isolierung der kalziumsensitiven Mutanten 
csg1 und  csg2 ( Beeler et al., 1994). Beide Mutanten besitzen einen Defekt in der Einleitung 
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Mannosylierung von IPC (Zhao et al., 1994; Beeler et al., 1997) und wachsen normal in 
Standardmedien. Suppressormutanten, welche die Sensitiviät von csg2 gegenüber 100 mM 
Kalzium revertieren, reduzieren entweder die Synthese von IPC-III (Beeler et al., 1998) oder 
verändern den Hydroxylierungsgrad dieses Lipids (Haak et al., 1997; Dunn et al., 1998). Es 
wird deshalb vermutet, daß speziell IPC-III im Zusammenhang mit der Kalziumhomöostase 
in S. cerevisiae steht oder generell die Sphingolipidbiosynthese möglicherweise über Kalzium 
reguliert wird ( Dickson, 1998; Schneiter, 1999). In Säugerzellen bewirkt Sphingosin und 
Sphingosinphosphat eine Freisetzung von Kalzium aus intrazellulären Organellen (Spiegel 
und Merrill, 1996), möglicherweise aufgrund eines Kalziumkanals in der ER-Membran, 
welcher über Sphingosylphosphocholin reguliert wird (Mao et al., 1996). 
Neueste Erkenntnisse auf dem Bereich der fungalen Lipidforschung beleuchten zwei 
weitere, bedeutende Funktionen von Sphingoidbasen. Zum einen konnte gezeigt werden, daß 
DHS/PHS für den Internalisierungsschritt im endozytischen Prozess und die Organisation des 
Zytoskeletts essentiell ist (Zanolari et al., 2000). Ein entsprechender Defekt wird durch die 
Deletion der Proteinphosphatase 2A sowie der vermehrten Synthese zweier Proteinkinasen im 
Sinne der korrekten Aktinorganisation r evertiert ( Friant et al., 2000). Es erscheint somit 
naheliegend, daß Sphingoidbasen eine Funktion in der Proteinphosphorylierung innehaben. In 
diesem Zusammenhang steht auch der DHS/PHS-abhängige Proteinabbau via der vakuolären 
Degradation und des 26 S -Proteasoms ( Chung et al., 2000). Dieser Abbau benötigt die 
Formation von Multiubiquitinketten, eine Tatsache, die durch die Fähigkeit des 
Ubiquitinvorläuferproteins Ubi4p (Finley et al., 1987) als Suppressor der lcb1-100-Mutante 
bestätigt wird (H. Riezman, persönliche Mitteilung). 
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2.4.  Vorarbeiten und Zielsetzung 
Lag1p und Dgt1p sind zwei integrale ER-Membranproteine aus  S. cerevisiae, die 
zueinander eine 70 % -ige Sequenzidentität besitzen (Barz und Walter, 1999). Die 
zellbiologische Funktion der Proteine ist nicht bekannt. Die Deletion eines der kodierenden 
Gene hat keinen offensichtlichen Phänotyp, wohingegen die Doppeldeletion die 
Lebensfähigkeit der Zellen gravierend beeinträchtigt. Im Gegensatz zum Wildtyp besitzten 
lag1Ddgt1D-Doppeldeletionszellen eine um ca. 50 % verringerte Wachstumsrate, eine sehr 
stark herabgesetzte Transformationseffizienz und eine verdickte Zellwand. Letzteres scheint 
in einer fehlerhaften Ablagerung von Zellwandmaterial im Zuge des Alterns zu sein, da junge 
Knospen der Doppelmutante im Elektronenmikroskop denen vom Wildtyp gleichen (Abb. 
2.6). 
Der entscheidende Effekt der  lag1Ddgt1D-Doppeldeletion ist aber ein um 50 % 
verlangsamter Transport GPI-verankerter Proteine vom ER zum Golgi. Anderen Klassen 
sekretorischer Proteine sind von dieser Retardation nicht betroffen. Auf der Suche nach 
Überexpressionssuppressoren des  lag1Ddgt1D-Wachstumsdefekts konnten die zwei 
unbekannten offenen Leserahmen YBR183w und YPL087w isoliert werden. Die Deletion 
eines oder beider Gene bewirkt keinen nennenswerten Phänotyp. Der Vierfachdeletionsstamm 
lag1Ddgt1Dybr183wDypl087wD ist nicht letal, besitzt aber im Vergleich zum lag1Ddgt1D-
Doppeldeletionsstamm eine eingeschränkte Fähigkeit zur Bildung von Einzelkolonien. 
Im Zuge der vorliegenden Dissertation sollten Lag1p und Dgt1p näher charakterisiert 
und deren Rolle, sowie nach Möglichkeit der der Suppressorproteine, im Transport GPI-
verankerter Proteine identifiziert werden. Einleitung 
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Abb. 2.6: EM Aufnahme von Wildtyp- und  lag1D Ddgt1D D-Zellen (Barz und Walter, 1999). Ein Vergleich von 
Wildtyp- (A),  lag1D- (B),  dgt1D- (C) und  lag1Ddgt1D-Zellen (D-F) verdeutlicht den spezifischen 
Zellwanddefekt der Mutterzellen der Doppelmutante. N, Nukleus; V, Vakuole. 
 Ergebnisse 
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3.   ERGEBNISSE 
3.1.  Allgemeine Charakterisierung von Lag1p und Dgt1p 
3.1.1.  Lag1p und Dgt1p sind konserviert in höheren Eukaryonten 
S. cerevisiae ist aufgrund seiner einfachen genetischen Zugänglichkeit ein 
Modellorganismus zur Aufklärung komplexer biologischer und biochemischer Prozesse. Die 
Identifikation homologer Proteine erlaubt das Postulat von im wesentlichen ähnlichen 
Prozessen auch in höheren Eukaryonten wie Säugern oder Pflanzen. LAG1 und DGT1 aus S. 
cerevisiae kodieren für Membranproteine mit einer Sequenzidentität von ca. 70 %. Erste 
Datenbankabfragen präsentierten jeweils ein Sequenzhomolog in S. pombe (LAG1) und H. 
sapiens (UOG1), sowie derer zwei in C. elegans (LAG1, LAG2) (Jiang et al., 1998; Barz und 
Walter, 1999). Im Zuge der fortgeschrittenen Genomanalyse in diversen Organismen sollte 
dieses Bild weiter vervollständigt werden, um später artübergreifende Aussagen über die 
Funktion von Lag1p und Dgt1p machen zu können. 
Mit den bisher beschrieben Homologen als Basis wurden insgesamt neun weitere 
Sequenzen in den Datenbanken identifiziert, die eine signifikante Ähnlichkeit zu LAG1 und 
DGT1 aufweisen ( Abb.  3.1). Vier von diesen führen auf komplette offene Leserahmen 
zurück, die übrigen fünf sind mutmaßliche Translate expremierter Sequenzabschnitte. Ein 
Sequenzvergleich der komplett kodierten Proteine zeigte, daß der N-terminale Bereich relativ 
heterogen ist, jedoch ein mittlerer und der C -terminale Bereich eine konservierte 
Primärsequenz aufweisen (Abb. 3.2).  
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Nummer  GEN  Organismus  Trivialname 
U08133  LAG1  Saccharomyces cerevisiae (Sc)  Bäckerhefe 
YKL008c  DGT1  Saccharomyces cerevisiae (Sc)  Bäckerhefe 
AF198177  ASC1  Lycopersicon esculentum (Le)  Tomate 
AF198179  LAG1  Arabidopsis thaliana (At)  Ackerschmalwand 
AF198180  LAG2  Arabidopsis thaliana (At)  Ackerschmalwand 
U76608  LAG1  Schizosaccharomyces pombe (SP)  Spalthefe 
O59735  LAG2  Schizosaccharomyces pombe (SP)  Spalthefe 
U42438  LAG1  Caenorhabditis elegans (Ce)  Spulwurm 
U40415  LAG2  Caenorhabditis elegans (Ce)  Spulwurm 
M62301  UOG1  Mus musculus (Mm)  Maus 
M62302  UOG2  Homo sapiens (Hs)  Mensch 
AI965754  EST  Glycine max (Gm)  Soja 
AI166337  EST  Populus balsamifera (Pb)  Balsampappel 
AU002679  EST  Bombyx mori (Bm)  Seiden- oder Maulbeerspinner 
C82217  EST  Paralichthys olivaceus (Po)  Japanische Flunder 
AI069387  EST  Magnaporthe grisae (Mg)  Reisbrandpilz 
 
Abb.  3.1: Liste der Homologen zu  LAG1 aus  S. cerevisiae.  Die Homologen zu Lag1p und Dgt1p 
wurden mittels der gängigen Suchprogramme in den Datenbanken identifiziert. In der ersten Spalte sind 
die Datenbankzugangsnummern der Gene aus Spalte 2 aufgelistet. Die Gennamen sind für diese Arbeit 
zum Teil neu vergeben worden. 
 
Darüberhinaus ist der C-Terminus bei allen postulierten Proteinen durch Aspartat- und 
Glutamatreste stark sauer und unter nativen Bedingungen vermutlich negativ geladen. Der 
mittlere Sequenzbereich wurde aufgrund der starken Homologie bereits früher als LAG-Motiv 
bezeichnet ( Jiang et al., 1998), allerdings gab es keinerlei Aussagen hinsichtlich einer 
möglichen Funktion weder dieses Motives noch der kompletten Proteine.  Ergebnisse 
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LAG1_Sc    1 ----MTSATDKSIDRLVVNAKTRRRNSSVGKIDLGDTVPGFAAM--PESAASKNEAKKRM 
DGT1_Sc    1 ---MSTIKPSPSNNNLKVRSRPRRK-SSIGKIDLGDTVPSLGTM--FETKESKTAAKRRM 
LAG1_Sp    1 MSNRKADEKHHMSSSSLTNDRSYIRNLSNRKTSISRKVPITRTLEDPSNFVAKDGTKLVQ 
LAG2_Sp    1 ----MGNNTSRRSQSQKFKNIPSISAGSFSTMPVQHRGRRRRSK--SIVGRAAQNAVLRS 
UOG1_Mm    1 -------------------------------MAAAAATPRLEA---PEPMPSYAQMLQRS 
UOG1_Hs    1 -------------------------------MAAAGPAAGPTG---PEPMPSYAQLVQRG 
ASC1_Le    1 ------------------------------------------------MKNLDHIAASVD 
LAG1_At    1 -------------------------------------------------MGLFESVKSID 
LAG2_At    1 ----------------------------------------------------MESVSSRG 
LAG1_Ce    1 --------------------------------------MWRMSYFWHEPYWLPRNVTWPE 
LAG2_Ce    1 ------------MRREQRRRIFRVAEGEGGTLSVSGRRRGRQN----CRRSMQHCSTDNT 
 
 
LAG1_Sc   55 KALTGDSKKDSDLLWKVWFSYREMNYRHSWLTPFFILVCVYSAYFLSGNRTESNPLHMFV 
DGT1_Sc   55 QRLSEATKNDSDLVKKIWFSFREISYRHAWIAPLMILIAVYSAYFTSGNTTKTNVLHRFV 
LAG1_Sp   61 APLFLLVWQKEICLSIIAICFACLLSPSLRPYAEPFIFLSYKQP--DGS----------- 
LAG2_Sp   55 KEKTWIVPLILLTLLVGWYFVNPNGYIKYGIFLSYPIPGTNPAQYGKGR----------- 
UOG1_Mm   27 WASALAAAQGCGDCG--WGLARRGLAEHAHLAAPELLLAVLCAL---G------------ 
UOG1_Hs   27 WGSALAAARGCTDCG--WGLARRGLAEHAHLAPPELLLLALGAL---G------------ 
ASC1_Le   13 WEKE--SLPEYQDLI--FLLFFALFFPVLRFILDRFVFEALAKR---------------- 
LAG1_At   12 WEQE--SFPTYQDLG--FLPLFAVFFPTIRFLLDRFVFEKLASL---------------- 
LAG2_At    9 GDPV--VKPSMEVWHFQIAVYFAFGFFFLRLVLDRYVFQRIALW---------------- 
LAG1_Ce   23 VPAKFVDLLVPIYLAIPLVIIRILWESTIGVTYLYFRTNAYASR---------------- 
LAG2_Ce   45 FDRR--RNISYISVNPSFSSHFPPFFAVLDASECQCLRKHWALMP--------------- 
 
 
LAG1_Sc  115 AISYQVDGTDSYAKGIKDLSFVFFYMIFFTFLREFLMDVVIRPFTVYLNVTSEHRQKRML 
DGT1_Sc  115 AVSYQIGDTNAYGKGINDLCFVFYYMIFFTFLREFLMDVVIRPFAIRLHVTSKHRIKRIM 
LAG1_Sp  108 -----------YGKGPKDACFPIFWVIVFTAFRVIVMDYVFRPFVLNWGVRNRKVIIRFC 
LAG2_Sp  104 ----------------LDIAFCLFYALFFTFCREFIMQEIIARIGRHFNIRAPAKLRRFE 
UOG1_Mm   70 ----------------------------WTALRWAATTHIFRPLAKRCRLQPRD-AARLP 
UOG1_Hs   70 ----------------------------WTALRSAATARLFRPLAKRCCLQPRD-AAKMP 
ASC1_Le   53 ------------------------------MIFGKKTVVNINGREERKK------INKFK 
LAG1_At   52 ------------------------------VIYGRMSTNKSDNIKDRKKNSPK--VRKFK 
LAG2_At   51 ------------------------------LLSTGSAPIKLNDAATRAK------IVKCK 
LAG1_Ce   67 -------------------------K--NITLLGCMWEHMTGGFASVSR------AKKIL 
LAG2_Ce   88 ----------------------------WWTDALYWLPRGVSWSDMYNKTTEPGYMYPHY 
 
 
LAG1_Sc  175 EQMYAIFYCGVSGPFGLYIMYH----SDLWLFKTKP---MYRTYPVITNPFLFKIFYLGQ 
DGT1_Sc  175 EQMYAIFYTGVSGPFGIYCMYH----SDLWFFNTKA---MYRTYPDFTNPFLFKVFYLGQ 
LAG1_Sp  157 EQGYSFFYYLCFWFLGLYIYRS----SNYWSNEEK----LFEDYPQYYMSPLFKAYYLIQ 
LAG2_Sp  148 EQAYTCLYFTVMGSWGLYVMKQ----TPMWFFNTDA---FWEEYPHFYHVGSFKAFYLIE 
UOG1_Mm  101 ESAWKLLFYLACWSYCAYLLLG----TSYPFFHDPPS-VFYDWRSGMAVPWDIAVAYLLQ 
UOG1_Hs  101 ESAWKFLFYLGSWSYSAYLLFG----TDYPFFHDPPS-VFYDWTPGMAVPRDIAAAYLLQ 
ASC1_Le   77 ESAWKFVYFLSAELLALSVTCNEPWFTDSRYFWAGP---GDVVWPNLKMKLKLKLLYMYA 
LAG1_At   80 ESAWKCIYYLSAELLALSVTYNEPWFSNTLYFWIGP---GDQIWPDQPMKMKLKFLYMFA 
LAG2_At   75 ESLWKLLYYAACDFFVLQVIYHEPWARDIKLYFHG-------WP-NQELKLSIKLYYMCQ 
LAG1_Ce   94 ECFWRFSYYTFAFLYGLYVMKN-----SSWLYDVKQ---CWIGYPFHPVPDTIWWYYMIE 
LAG2_Ce  120 SHLWMTVLTGISLIIYRFVFENYIFVPLAHFLSRKNPPETRRGTLDREKKYSRMAECAMR 
 
 
Abb. 3.2: Fortsetzung nächste Seite Ergebnisse 
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LAG1_Sc  228 AAFWAQQACVLVLQLEKPRKDYKELVFHHIVTLLLIWSSYVFHFTKMGLAIYITMDVSDF 
DGT1_Sc  228 AAFWAQQACILVLQLEKPRKDHNELTFHHIVTLLLIWSSYVFHFTKMGLPIYITMDVSDF 
LAG1_Sp  209 LGFWL--QQILVLHLEQRRADHWQMFAHHIVTCALIILSYGFNFLRVGNAILYIFDLSDY 
LAG2_Sp  201 AAYWIQQALVLILQLEKPRKDFKELVVHHIITLLLIGLSYYFHFTWIGLAVFITMDTSDI 
UOG1_Mm  156 GSFYC-HSIYATVYMDSWRKDSVVMLVHHVVTLLLIASSYAFRYHNVGLLVFFLHDVSDV 
UOG1_Hs  156 GSFYG-HSIYATLYMDTWRKDSVVMLLHHVVTLILIVSSYAFRYHNVGILVLFLHDISDV 
ASC1_Le  134 GGFYF-YSIFATLYWETRRYDFAAQIIHHVTTVSLIVLSYVYGFARIGSVVLALHDGSDV 
LAG1_At  137 AGFYT-YSIFALVFWETRRSDFGVSMGHHITTLVLIVLSYICRLTRAGSVILALHDASDV 
LAG2_At  127 CGFYV-YGVAALLAWETRRKDFAVMMSHHVITIILLSYSYLTSFFRIGAIILALHDASDV 
LAG1_Ce  146 TGFYY--SLLIGSTFDVRRSDFWQLMVHHVITIFLLSSSWTINFVRVGTLILLSHDVSDV 
LAG2_Ce  180 ALYYTISFVCGILFLDAKRSDFWQMLVHHFITLALIGVSWTMNMVRVGTLILVSHDAVDI 
 
 
LAG1_Sc  288 FLSLSKTLNYLNS-VFTPFVFGLFVFFWIYLRHVVNIRILWS----VLTEFRHEGNYVLN 
DGT1_Sc  288 LLSFSKTLNYLDS-GLAFFSFAIFVVAWIYLRHYINLKILWS----VLTQFRTEGNYVLN 
LAG1_Sp  267 ILSGGKMLKYLGFGKICDYLFGIFVASWVYSRHYLFSKILRV----VVTNAPEIIGGFHL 
LAG2_Sp  261 WLALSKCLNYVNT-VIVYPIFVIFVFVWIYMRHYLNFKIMWA----VWGTMRTINSFDLD 
UOG1_Mm  215 QLEFTKLNIYFKA-RGGAYHR-LHGLVANLGCLSFCFCWFWF----RLYWFPLKVLYATC 
UOG1_Hs  215 QLEFTKLNIYFKS-RGGSYHR-LHALAADLGCLSFGFSWFWF----RLYWFPLKVLYATS 
ASC1_Le  193 FMEIAKMSKYSGF-DLIADIF-FSLFALVFTSLRIICYPFW-----IIRSTCYELLYVLD 
LAG1_At  196 FLEIGKMSKYCGA-ESLASIS-FVLFALSWVVLRLIYYPFW-----ILWSTSYQIIMTVD 
LAG2_At  186 FMETAKIFKYSEK-EFGASVC-FALFAVSWLLLRLIYFPFW-----IIRATSIELLDYLD 
LAG1_Ce  204 FLEGGKLVRYDAH-NKNMTNFMFVLFFSSWVATRLIYYPFIVIRSAVTEAAALIQPDYIL 
LAG2_Ce  240 LIDVGKILRYEQF--ETALTICFAGVLFVWVATRLVYYPFWIIR-SVWFDAPALIQDDYE 
 
 
LAG1_Sc  343 FATQQYKCWISLPIVF-VLIAALQLVNLYWLFLILRILYRLIWQGIQ--KDERS-DSDSD 
DGT1_Sc  343 FATQQYKCWISLPIVF-VLIGALQLVNLYWLFLIFRVLYRILWRGIL--KDDRS-DSESD 
LAG1_Sp  323 DVPNGYIFNKPIYIAFIILLFTLQLLIYIWFGMIVKVAYRVFSGEEA--TDSRS-DDEGE 
LAG2_Sp  316 WAAEQYKCWISRDVTL-ILLTALQLVNIYWLILILRIGYRAFTTNDT--HDERS-EDEDE 
UOG1_Mm  269 HCSLQSVPDIPYYFFFNILLLLLMVMNIYWFLYIVAFAAKVLTGQMRELEDLREYDTLEA 
UOG1_Hs  269 HCSLRTVPDIPFYFFFNALLLLLTLMNLYWFLYIVAFAAKVLTGQVHELKDLREYDTAEA 
ASC1_Le  246 IQKE-RTTGIILYFVFNALLICLLVLHLFWFKIILRMVKNQILSRGHITDDVRE-DSESD 
LAG1_At  249 KEK--HPNGPILYYMFNTLLYFLLVLHIFWWVLIYRMLVKQVQDRGKLSEDVRS-DSESD 
LAG2_At  239 MTS---AEGTLMYYSFNTMLLMLLVFHIYWWYLICAMIVRLLKNRGKVGEDIRSDYSEDD 
LAG1_Ce  263 WDYQLSPPYAPRLIVF--ALILLFFLHIFWTFIILRIAYRTSTGGQA--KDVRS-DSDSD 
LAG2_Ce  297 WLNFDQQPQAPRFIML--LLTALLILHIFWAYILFKIAYDTIQEGVV--DDVREDFDEQS 
 
 
LAG1_Sc  399 E-SAEN-----EESKEKCE-------------------------- 
DGT1_Sc  399 EESDESSTTPTDSTPTKKDI------------------------- 
LAG1_Sp  380 DEEASS------TNEDK---------------------------- 
LAG2_Sp  372 EVSDEK------SSAKKND-------------------------- 
UOG1_Mm  329 QTAKPCKAEKPLRNGLVKDKLF----------------------- 
UOG1_Hs  329 QSLKPSKAEKPLRNGLVKDKRF----------------------- 
ASC1_Le  304 DDHKD---------------------------------------- 
LAG1_At  306 DEHED---------------------------------------- 
LAG2_At  296 DD------------------------------------------- 
LAG1_Ce  318 YDEEEMARRERTRLLKKKKNKVGSLNCRSKINFMKITAFVSNFCQ 
LAG2_Ce  353 LVNREKAKQ---QNKNKDD-------------------------- 
 
 
Abb.  3.2: Vergleich homologer Sequenzen der  LAG-Familie.  Die Abkürzungen der Proteinnamen sind in 
Abb. 3.1 aufgelistet. Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des ClustalW-Algorithmus Vers. 1.7 berechnet. 
Identische Aminosäurereste sind schwarz und ähnliche grau hervorgehoben. Die Positions des jeweils ersten 
Aminosäurerests in der Primärsequenz ist am Anfang der entsprechenden Zeile dargestellt. 
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Im Zusammenhang mit den mutmaßlichen EST-kodierten Proteinen ( Abb.  3.1) 
kristallisierten sich näher betrachtet einige identische oder ähnliche Aminosäuren heraus, die 
an dieser Position des  LAG-Motives  in allen Homologen hochkonserviert vorhanden sind 
(Abb. 3.3). 
 
 
LAG1_Sc  243  EKPRKDYKELVFHHIVTLLLIWSSYVFHFTKMGLAIYITMDVSDFFLSLSKTLNY 
DGT1_Sc  243  EKPRKDHNELTFHHIVTLLLIWSSYVFHFTKMGLPIYITMDVSDFLLSFSKTLNY 
LAG1_Sp  222  EQRRADHWQMFAHHIVTCALIILSYGFNFLRVGNAILYIFDLSDYILSGGKMLKY 
LAG2_Sp  216  EKPRKDFKELVVHHIITLLLIGLSYYFHFTWIGLAVFITMDTSDIWLALSKCLNY 
UOG1_Mm  170  DSWRKDSVVMLVHHVVTLLLIASSYAFRYHNVGLLVFFLHDVSDVQLEFTKLNIY 
UOG1_Hs  170  DTWRKDSVVMLLHHVVTLILIVSSYAFRYHNVGILVLFLHDISDVQLEFTKLNIY 
ASC1_Le  148  ETRRYDFAAQIIHHVTTVSLIVLSYVYGFARIGSVVLALHDGSDVFMEIAKMSKY 
LAG1_At  151  ETRRSDFGVSMGHHITTLVLIVLSYICRLTRAGSVILALHDASDVFLEIGKMSKY 
LAG2_At  141  ETRRKDFAVMMSHHVITIILLSYSYLTSFFRIGAIILALHDASDVFMETAKIFKY 
LAG1_Ce  159  DVRRSDFWQLMVHHVITIFLLSSSWTINFVRVGTLILLSHDVSDVFLEGGKLVRY 
LAG2_Ce  195  DAKRSDFWQMLVHHFITLALIGVSWTMNMVRVGTLILVSHDAVDILIDVGKILRY 
EST_Gm   ---  ETRRSDFGVSMSHHVATVILIVLSYIFRFARRGS-VVALHDASDVFLEIGEMSKY 
EST_Pb   ---  ETRRKDFSVMMSHHVITVILIGYSYSTSFFRIGTIICAVHDASDVFLEAAKVFKY 
EST_Bm   ---  DVKRKDFWQMFVHHIATIALLSFSWVCNLHRIGTLMLLVHDCADIFVESVKAAKY 
EST_Po   ---  DVKRKDFKEQIVHHVATILLISFSWLVNYIRAGTLIMLVHDASDYLMESAKMFNY 
EST_Mg   ---  EKPRKDFKELIAHHIVSLALIALSYRFHFTYIGLAVYVTHDISDFFLATAKLMNY 
 
Konsensus     *  R D      HH  *  L*  S*       G  *    D  D  *   *   Y 
 
Abb.  3.3: Sequenzvergleich des  LAG-Motives aus verschiedenen Organismen.  Die Abkürzungen der 
Proteinnamen sind in  Abb.  3.1 aufgelistet. Die Positions des jeweils ersten Aminosäurerests in der 
Primärsequenz ist am Anfang der entsprechenden Zeile dargestellt. Identische Aminosäurereste, die an dieser 
Position im LAG-Motiv in allen Homologen vokommen, sind schwarz sowie ähnliche Aminosäurereste grau 
hinterlegt. In der letzten Zeile ist die Konsensussequenz der identischen (als Buchstaben) als auch der 
ähnlichen (als Stern) Aminosäurereste aufgeführt. Der schwarze Balken oberhalb des Sequenzblocks indiziert 
die Position einer vermeintlichen helikalen TMD. 
 
Es war in diesem Zusammenhang bemerkenswert, daß sich im Transmembranbereich 
ein konserviertes Serin und ein Threonin/Serin als hydrophile Reste befinden. 
Interessanterweise stammen die identifizierten Homologe aus unterschiedlichen, 
eukaryontischen Familien wie Hefen ( S. cerevisiae, S. pombe), Säugern (M. musculus, H. 
sapienes), Pflanzen ( L. esculentum,  A. thaliana, G. max, P. balsamifera), Nematoden (C. 
elegans), Pilzen (M. grisae), Fischen (P. olivaceus) und Insekten (B. mori). Angesichts der Ergebnisse 
36 
Tatsache, daß bisher in keinem Prokaryonten, wohl aber in vielen Eukaryonten homologe 
Proteine zu Lag1p identifiziert wurden, ist es naheliegend, daß die Biochemie der  LAG-
Proteine eine zwar grundlegende, aber eukaryontenspezifische ist. Aufgrund der relativ nahen 
Verwandschaft von Lag1p/Dgt1p aus S. cerevisiae zu den Homologen UOG1 aus H. sapiens 
und  M. musculus ( Abb.  3.4) können die Ergebnisse einer Funktionsanalyse in Hefe im 
wesentlichen auch auf Säugerzellen angewandt werden.  
 
 
Abb.  3.4: Phylogenetischer Stammbaum der  LAG-Proteine.  Die Berechnung der relativen Verwandschaft 
erfolgte mit dem ClustalW-Algorithmus Vers. 1.7 und die Darstellung mit dem Programm Phylib. Die 
Wegstrecken entsprechen nicht der zeitlichen Divergenz während der Evolution sondern spiegeln den relativen 
Verwandschaftsgrad der Proteine wieder. 
 
Diese Tatsache begründete mit die Entscheidung, Lag1p und Dgt1p aus S. cerevisiae 
als Untersuchungsobjekte zur molekularen Analyse der  LAG-Familie zu verwenden und Ergebnisse 
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unterstrich einmal mehr die Bedeutung der Bäckerhefe  als Modellorganismus für höhere 
Eukaryonten. Die starke Sequenzidentität von Lag1p und Dgt1p und die Tatsache, daß jedes 
der beiden Proteine den  lag1Ddgt1D-Wachstumsdefekt  komplementieren kann ( Barz und 
Walter, 1999), deuten auf redundante oder überlappende Funktionen hin. Die weiteren 
biochemischen Analysen wurden deshalb z.T. nur mit einem der beiden Proteine gemacht, die 
Rückschlüsse aber für beide gezogen. 
 
3.1.2.  Der N-Terminus von Dgt1p ist cytosolisch orientiert 
Computerunterstützte Analysen der Primärsequenz von Lag1p und Dgt1p deuteten auf 
sechs oder sieben TMD hin (Abb. 3.5). Beide Proteine besitzen demnach einen löslichen N- 
und C-Terminus mit jeweils ca. 80 Aminosäuren (AS) bzw. ca. 50 AS . C-terminal ist ein 
charakteristisches Dilysinmotiv (KKXX oder KXKXX) vorhanden, welches ü blicherweise 
durch Interaktion mit der cytoplasmatischen, retrograden COPI-Transportmaschinerie den 
Rücktransport ER-residenter Proteine sicherstellt (Nilsson et al., 1989; Jackson et al., 1990; 
Jackson et al., 1993; Gaynor et al., 1994; Letourneur et al., 1994; Townsley und Pelham, 
1994; Cosson et al., 1996; Harter et al., 1996; Lewis und Pelham, 1996; Teasdale und 
Jackson, 1996; Orci et al., 1997; Schroeder-Koehne et al., 1998). Deshalb kann angenommen 
werden, daß der C-Terminus von Lag1p und Dgt1p ebenfalls cytosolisch orientiert ist. Um 
nähere Informationen über die Topologie von Lag1p und Dgt1p hinsichtlich der Anzahl ihrer 
TMD zu erlangen, wurde die N -terminale Orientierung der Polypeptidkette analysiert. Zu 
diesem Zweck wurde eine veränderte, aber funktionelle Version von Dgt1p verwendet, die 
zusätzlich ein HA-Epitop am N-terminalen Ende trägt (Dgt1p-Ha; Barz und Walter, 1999).  Ergebnisse 
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Abb.  3.5: Hydropathieplot von Lag1p.  Der P lot wurde mit Hilfe des TMPred-Algorithmus 
(Hofmann und Stoffel, 1993) erstellt. Positive Werte auf der Ordinate stehen für hydrophobe, 
negative Werte für hydrophile Bereiche des Proteins. Die Höhe des Wertes gibt die statistische 
Wahrscheinlichkeit des Vorhersage an. Die fortlaufende Position der Aminosäuren ist auf der 
Abszisse angegeben. Die durchgezogene Linie gibt den Wert für einen cytosolisch-lumenalen, die 
gestrichelte Linie den Wert für einen lumenal-cytosolischen Membrandurchgang an. 
 
 
 
 
 
Abb.  3.6: Präparation mikrosomaler Membranen aus STY2.1.  STY2.1-
Zellen wurden in der frühen exponentiellen Phase geerntet, sphäroplastisiert, 
lysiert und bei geringer Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand (NGÜ; 
Spur 3) wurde vom Zelldebris (NGP; Spur 2) getrennt und einer 
Hochgeschwindigkeitszentrifugation unterzogen. Der Überstand (HGÜ; Spur 
5), das Pellet mit den angereicherten ER-Membranen (HGP; Spur 4), der 
Überstand und das Pellet der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation, sowie 
unfraktionierter Zellextrakt (ZE; Spur 1) wurden in äquivalenten Mengen 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot gegen das HA-Epitop 
analysiert. 
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STY2.1-Hefezellen, die neben der dgt1-Deletion ein centromeres Plasmid mit DGT1-
HA besitzen, wurden in der exponentiellen Phase geerntet und anschließend mikrosomale 
Fraktionen präpariert ( Abb.  3.6). Die angereicherten ER-Membranen wurden in 
unterschiedlichen Zeitintervallen mit oder ohne Detergenz (SDS) proteolytisch verdaut und 
die Ansätze mittels Western Blot analysiert ( Abb.  3.7). Als Markerprotein für die 
Unversehrtheit der ER-Kompartimente diente ER-lumenales Kar2p, ein lösliches 
Hitzeschockprotein (Hsp70) und Faltungshelfer (Simons et al., 1995). 
 
 
 
Abb.  3.7: Proteolytischer Verdau intakter ER-Kompartimente.  Mikrosomale 
Membranen  DGT1-HA-expremierender Zellen wurden präpariert und in der 
Gegenwart (Spur 2, 4) oder Abwesenheit (Spur 3, 5) von 0,5 % SDS mit Proteinase 
K bei 37 °C für 30 min (Spur 2, 3) bzw. 60 min (Spur 4, 5) inkubiert. In Spur 1 sind 
unbehandelte Membranen als Kontrolle aufgetragen. Die Reaktion wurde gestoppt 
und äquivalente Mengen  mittels Western Blot mit anti-Kar2p- bzw. anti-HA-
Antikörper analysiert. Die Werte des Größenmarkers sind links angegeben. Ergebnisse 
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Betrachtet man das Schicksal von Kar2p in den verschiedenen Ansätzen, so sieht man 
deutlich, daß dieses lumenale Markerprotein in der Abwesenheit von Detergenz von der 
Proteinase auch nach 60 min Inkubation nicht beeinflußt und somit von den intakten 
Membranen geschützt wurde (Spur 3 und 5). In der Gegenwart von Detergenz hingegen 
verschwindet die entsprechende Bande auf dem Western Blot schon nach 30 min Inkubation 
(Spur 2, siehe auch Spur 4), eine Beobachtung, die auf eine komplette Disintegration der 
Membranen durch das Detergenz und dadurch auf eine Zugänglichkeit des Substrates für die 
Proteinase schließen läßt. Im Gegensatz dazu konnte das N-terminale Ha-Epitop von Dgt1p-
Ha trotz der Unversehrtheit der Membranen nicht vor dem Verdau bewahrt werden, da die 
Intensität der entsprechenden Bande unter identischen Bedingungen auch ohne Detergenz 
nach 30 min größtenteils und nach 60 min k omplett abnimmt (Spur 3 und 5). Die 
Anwesenheit von SDS bewirkte, wie erwartet, einen effizienten Verdau schon nach 30 min 
(Spur 2, siehe auch Spur 4). Falls der N-Terminus von Dgt1p-Ha lumenal orientiert wäre, 
sollte er, von den Membranen geschützt, aufgrund des Verdaus cytosolischer Proteinanteile 
auf eine Größe von ca. 12 kD inkl. Ha-Epitop und TMD reduziert werden. Da unter den 
getesteten Bedingungen trotz der Unversehrtheit der Kompartimentierung keine 
entsprechende oder zusätzliche Banden sichtbar werden, muß der N-Terminus von Dgt1p-Ha 
auf der cytosolischen Seite des ER liegen. Im Zusammenhang mit der Computeranalyse der 
Primärsequenz bedeutete dies, daß Lag1p und Dgt1p über sechs TMD verfügen. Ein 
Vergleich der Hydrophobizitätswerte aus  Abb.  3.5 bescheinigte dem Bereich um die AS-
Position 225 die geringste Warscheinlichkeit einer TMD. Als Quintessenz der bisherigen 
Daten und unter Zuhilfenahme verschiedener in silicio-Berechnungen illustriert Abb. 3.8 ein 
hypothetisches Modell der Sekundärstruktur von Lag1p und Dgt1p in der Membran des ER. Ergebnisse 
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Helix-Nr.  1  2  3  4  5  6 
Position AS  84 - 103  135 - 155  174 - 195  252 - 272  298 - 317  352 - 372 
Wert  1844  980  1463  1548  2506  2319 
TMD-
Orientierung 
Cytosol 
￿ 
Lumen 
Lumen 
￿ 
Cytosol 
Cytosol 
￿ 
Lumen 
Lumen 
￿ 
Cytosol 
Cytosol 
￿ 
Lumen 
Lumen 
￿ 
Cytosol 
 
Abb.  3.8: Hypothetische Sekundärstruktur von Lag1p/Dgt1p in der ER-Membran.  Die Tabelle enthält die 
Berechnungen des TMpred-Algorithmus (Hoffmann und Stoffel, 1993) für die einzelnen TMD. TM-Helix 4 
enthält das LAG-Motiv. 
 
3.1.3.  Der C-Terminus und nicht der N-Terminus von Dgt1p ist 
funktionell bedeutsam 
Allen LAG-Proteinen ist neben dem LAG-Motiv auch ein konservierter C-terminaler 
Bereich gemein. Als besonderes Merkmal besitzt dieser Teil des Proteins einen ungewöhnlich 
hohen Anteil an Aspartaten und Glutamaten und scheint deshalb unter nativen Bedingungen 
negativ geladen vorzuliegen. Angesichts dieser sequenziellen Besonderheit stellte sich die 
Frage, ob dem C-Terminus eine essentielle Bedeutung für die Funktion des Proteins zugrunde Ergebnisse 
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liegt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Dgt1p-Mutanten mit Deletionen des löslichen 
N-Terminus, des C-Terminus (das Dilysinmotiv blieb erhalten) oder mit einem Austausch der 
zwei Lysine in der KKXX-Sequenz zu Leucin und Glutamin gentechnisch hergestellt. Als 
Indiz für die Funktionsfähigkeit wurden die DGT1-Mutanten in lag1Ddgt1D transformiert und 
die Fähigkeit zur Wachstumskomplementation getestet (Abb. 3.9). 
 
 
 
Abb.  3.9: Fähigkeit verschiedener  DGT1-Mutanten zur Komplementation des  lag1D Ddgt1D D-
Wachstumsdefekts.  Wildtyp  DGT1-HA (3),  DGT1-HA mit 5’-Deletion (4),  DGT1-HA mit 3’-
Deletion (5) und DGT1-HA mit Mutation im Bereich des kodierten Dilysinmotives (6) wurden in 
lag1Ddgt1D transformiert und die Wachstumsrate bei 30 °C im Vergleich zum Wildtyp (1; 100 %) 
sowie lag1Ddgt1D gemessen. 
 
Die korrekte Expression aller Konstrukte wurde anhand ihrer Größen im Western Blot 
gegen das Ha-Epitop bestätigt (Daten nicht gezeigt). Die Wachstumsrate des Wildtyps liegt 
als Referenzwert fix bei 100 %. In Übereinstimmung mit früheren Analysen wächst der 
lag1Ddgt1D-Doppeldeletionsstamm mit einer auf ca. 60 % reduzierten Wachstumsrate. Die 
Deletion der 80 N-terminalen Aminosäuren beeinträchtigt die Funktionsfähigkeit von Dgt1p-Ergebnisse 
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Ha hingegen nicht, da das entsprechend verkürzte Gen den Wachstumsdefekt der 
Doppelmutante voll zu komplementieren vermag. Im Gegensatz dazu ist die Zellteilungsrate 
von  lag1Ddgt1D, transformiert mit der 3’-deletierten Version von  DGT1-HA, identisch zu 
jener der unkomplementierten Doppelmutante. Dies bedeutet einerseits, daß der C-Terminus 
essentiell für die Funktion von Dgt1p ist. Da diese verkürzte Proteinvariante aber immer noch 
die KKXX-Sequenz besitzt, scheint andererseits die Abwesenheit der Funktionalität nicht in 
einer fehlerhaften Lokalisation des Proteins begründet zu sein. Letztere Annahme wird durch 
zwei Tatsachen verstärkt. Zum Einen zeigt eine Mutation des Dilysinmotives keine 
Beeinträchtigung der Fähigkeit von  Dkk-Dgt1p-Ha zur Rettung des  lag1Ddgt1D-
Deletionsphänotyps (Reihe 6). Zum Anderen konnten im C-terminalen Bereich von Lag1p 
oder Dgt1p keinerlei Motive identifiziert werden, die sequenzielle Ähnlichkeit zu der 
alternativen Retentionssequenz, basierend auf aromatischen Resten, aufweisen (Cosson et al., 
1998). Zusammenfassend läßt sich deshalb sagen, daß der negativ geladene C -Terminus 
essentiell für die Funktion von Lag1p und Dgt1p ist. 
 
3.1.4.  Dgt1p residiert ausschließlich in der ER-Membran 
Barz und Walter (1999) stellten hinsichtlich einer möglichen Funktion von Lag1p und 
Dgt1p zwei Hypothesen auf. Eine davon ging auf die Beobachtung zurück, daß die 
Transportrate GPI-verankerter Proteine vom ER zum Golgi in ret1-1, eines Hefestammes mit 
einer temperatursensitive Mutante in der  a-Untereinheit des COPI-Komplexes (Orci et al., 
1986; Rothman und Orci, 1992), stark herabgesetzt ist (Sütterlin et al., 1997). Da überdies 
bekannt ist, daß GPI-verankerte Proteine das ER in COPII-Vesikeln verlassen (Doering und 
Schekman, 1996), spekulierten die Autoren über eine Rolle des COPI-Komplexes im Ergebnisse 
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retrograden Transport und somit der Bereitstellung eines mutmaßlichen Faktors für den 
anterograden Transport GPI-verankerter Proteine. Lag1p und Dgt1p waren deshalb mögliche 
Kandidaten für diese(n) Faktor(en) unter der Prämisse ihres zyklischen Transports zwischen 
ER und Golgi. Falls sie aber als Transportfaktoren fungierten, wären sie zum einen von ihrem 
Rücktransport zum ER abhängig und zum anderen ein konstitutiver Bestandteil der 
anterograden COPII-Transportvesikel. Die Analysen im vorhergehenden Kapitel schlossen 
eine Bedeutung des Retentionssignals KKXX für die Funktion von Dgt1p aus und stellten 
deshalb die Hypothese des GPI-Transportfaktors in Frage. Da aber ein alternativer, KKXX-
unabhängiger Rücktransport von Lag1p und Dgt1p nicht ausgeschlossen werden konnte, 
mußte das Vorkommen von Dgt1p-Ha in COPII-Vesikeln untersucht werden. 
Zur Produktion und Isolierung von COPII-Vesikeln diente das von Wuestehube und 
Schekman (1992) entwickelte  in vitro-System, welches die Formierung von Vesikeln 
ausgehend von ER-Membranen in Abhängigkeit von Cytosol, GTP und eines ATP-
regenerierenden Sytems beschreibt. STY2.1-Zellen, welche eine dgt1-Deletion besitzen und 
DGT1-HA von einem centromeren Plasmid unter der Kontrolle des nativen Promotors 
expremieren, wurden dafür in der exponentiellen Phase geerntet und nach enzymatischem 
Verdau der Zellwand osmotisch lysiert. Die Aufreinigung der ER-Membranen erfolgte mittels 
Dichtegradientenzentrifugation. Als Ressource für die cytosolischen Komponenten diente der 
Ultrazentrifugationsüberstand eines kompletten Wildtyplysats. Zur Vesikelproduktion wurden 
die Membranen mit dem Cytosol, dem ATP-regenerierenden System und GTP inkubiert und 
anschließend die Donormembranen von den Vesikeln mittels differentieller Zentrifugation 
getrennt. Als Negativkontrolle erfolgte die Reaktion entweder in der Abwesenheit von 
Cytosol, mit Apyrase anstelle des ATP-regenerierenden Systems oder bei 4 °C. Alle 
aufgeführten Modifikationen sind als Inhibitoren der Vesikelfission beschrieben (Wuestehube Ergebnisse 
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und Schekman, 1992). Die einzelnen Ansätze wurden schließlich mittels Western Blot 
analysiert (Abb. 3.10). 
 
 
 
Abb.  3.10: Analyse  in vitro-generierter COPII-Vesikel.  ER-Membranen 
wurde mit einem ATP-regenerierenden Sytem, GTP und in der Anwesenheit 
(Spur 1 und 3) oder Abwesenheit (Spur 2 und 4) von Cytosol inkubiert. Die 
Ansätze wurden differentiell zentrifugiert und die Membran- (Spur 1 und 2) und 
Vesikelfraktion (Spur 3 und 4) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse 
erfolgte im Western Blot unter Verwendung von anti-Ha- (A), anti-Sec61p- (B) 
oder anti-Emp24p-Antikörper (C). 
 
Als Referenzproteine zur korrekten Interpretation der Ergebnisse dienten einerseits 
Sec61p, welches als Teil des Translokons in der ER-Membran residiert und n icht in 
Transportvesikeln zu finden ist (Deshaies und Schekman, 1987; Simon und Blobel, 1991; 
Crowley et al., 1994; Kuehn et al., 1998), und andererseits Emp24p, als membrangebundener 
Cargorezeptor ein konstitutiver Bestandteil ER-generierter COPII-Transportvesikel 
(Schimmoeller et al., 1995; Kuehn et al., 1998). Verfolgt man das Schicksal von Emp24p in 
diesem zellfreien Transportsystem, so identifiziert man eine entsprechende Bande sowohl in 
der ER-Membranfraktion als auch in der mit Cytosol inkubierten Vesikelfraktion (C; Spur 1-Ergebnisse 
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3). Ohne Cytosol hingegen wurden keine Vesikel gebildet (C; Spur 4). Diesselbe Aussage 
trifft auch auf die übrigen Negativkontrollen zu (Daten nicht gezeigt). Das ER-Protein Sec61p 
kann im Gegensatz zu Emp24p nur in der ER-Membranfraktion und nicht in Vesikeln 
detektiert werden (B; Spur 1 und 2) und bescheinigt somit der Vesikelfraktion eine ER-freie 
Qualität. Analysiert man nun das Vorkommen von Dgt1p-Ha in den einzelnen Fraktionen, so 
gleicht die  Verteilung dieses Proteins der von Sec61p und nicht der des Cargorezeptors 
Emp24p, da Dgt1p-Ha in der Vesikelfraktion nicht nachzuweisen ist (A). Somit scheint 
Dgt1p-Ha, wie Sec61p, nur in der Membran des ER vorzukommen. Diese Beobachtung 
schließt zusammen mit der Erkenntnis, daß das Dilysinmotiv für die Funktion von Dgt1p 
ohne offensichtliche Bedeutung ist, einen konstitutiv zyklischen Transport von Lag1p und 
Dgt1p aus. Dies bedeutet gleichzeitig aber auch, daß beide Proteine nicht als 
Transportfaktoren fungieren können und deshalb dem verlangsamten Transport GPI-
verankerter Proteine in lag1Ddgt1D eine andere Ursache zugrunde liegt. 
 
3.1.5.  Lag1p und Dgt1p interagieren in der ER-Membran 
Lag1p und Dgt1p besitzen zueinander eine ausgeprägte Sequenzidentität von ca. 70 %. 
Darüberhinaus können beide Proteine den lag1Ddgt1D-Wachstumsdefekt im gleichen Maße 
komplementieren, sodaß sie höchstwahrscheinlich über redundante oder überlappende 
Funktionen verfügen. Aufgrund dieser Annahme entstand die Idee, daß Lag1p und Dgt1p in 
der Membran des ER wechselwirken und somit einen funktionellen, heteropolymeren 
Komplex ausbilden. Ergebnisse 
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Um diese Hypothese zu prüfen, wurde ein neuartiges Plasmid verwendet, welches die 
gleichzeitige Expression zweier offener Leserahmen unter der Kontrolle des bidirektionalen 
und reprimierbaren Promotors  GAL1/10 erlaubt. Überdies ermöglichte eine gezielte 
Klonierung in die zwei multiplen Klonierungsbereiche des Vektors ein Anhängen zweier 
unterschiedlicher Epitope an das 3’- oder 5’- Ende der entsprechenden Gene. Auf diese Art 
und Weise wurde Lag1p mit einem N -terminalen  c-myc-Epitop und Dgt1p mit einem 
ebenfalls N-terminalen flag-Epitop versehen. Nach Expression beider Gene (Stamm STY23) 
oder nur von DGT1-FLAG (Stamm STY25) als Negativkontrolle wurden die Zellen geerntet 
und anschließend angereicherte ER-Membranen präpariert. Ein erster Vorversuch sollte die 
günstigsten Solubilisierungsbedingungen für Lag1p und Dgt1p feststellen. Die Membranen 
wurden in der Gegenwart der Detergenzien 9E10, Dodecylmaltosid (DM), Triton X-100 oder 
Digitonin einer kalten Extraktion und anschließend einer Ultrazentrifugation unterzogen. Das 
Pellet und der Überstand wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die Präsenz von 
Lag1p-Myc im Vergleich zu den integralen Membranproteinen Sec61p und Emp24p 
untersucht (Abb. 3.11). Das Signal von Lag1p-Myc verteilt sich nach der Solubilisierung mit 
den verschiedenen Detergenzien zu deutlich unterschiedlichen Anteilen im Pellet und 
Überstand. 0,3 % DM pro mg Membranprotein scheint die günstigste Bedingung für die 
Immunpräzipitation zu sein, da sie aufgrund der gleichmäßigen Verteilung von Lag1p-Myc 
im Überstand und Pellet einen Erhalt der Protein-Protein-Wechselwirkungen der 
solubilisierten Proteine verspricht. Obwohl Digitonin Lag1p und Dgt1p mit einer ähnlichen 
Effizienz wie Dodecylmaltosid extrahiert, wurde DM aufgrund der einfacheren und 
ungefährlicheren Handhabung der Vorzug für den weiteren Versuchsverlauf gegeben. 
 Ergebnisse 
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Abb.  3.11: Solubilisierungsreihe von Lag1p-Myc im Vergleich integraler  Membranproteine. 
Mikrosomale Fraktionen aus STY25 (1 mg/ml) wurden wurden mit den Detergenzien 9E10 (1 %; Spur 2 und 
3), Dodecylmaltosid (0,3 %; Spur 4 und 5), Triton X-100 (1 %; Spur 6 und 7) oder Digitonin (1 %; Spur 8 
und 9) in der Kälte für 60 min solubilisiert und die Ansätze anschließend min 100000·g abzentrifugiert. Die 
Überstände (UZÜ; gerade Spurennummerierung) und die Niederschläge (UZP; ungerade 
Spurennummerierung) sowie unbehandelte Membranen (ERM; Spur 1) wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und im Western Blot mit Antikörpern gegen das Myc-Epitop, Sec61p und Emp24p analysiert. 
 
Im Gegensatz zu anderen, integralen Membranproteinen wie Sec61p oder Emp24p ist 
Lag1p-Myc in milderen Detergenzien wie CHAPS, OG oder 9E12 kaum und unter 
Verwendung von Triton X-100 interessanterweise gar nicht löslich. Ähnliche Beobachtungen 
in Säugerzellen (Brown und Rose, 1992),  Hefezellen (Kuebler et al., 1996) oder artifiziellen 
Membranen ( Schroeder et al., 1994) wurden auf eine Resistenz sphingolipid- und 
cholesterol/ergosterol-reicher Membrandomänen genenüber kalter Extraktion mit Triton-X-
100 zurückgeführt. 
In einem größeren Ansatz wurden die Membranen schließlich mit 0,3 % DM 
extrahiert, der Überstand nach Ultrazentrifugation für die Immunpräzipitation mit anti-Myc-
Antikörper verwendet und die einzelnen Fraktionen mittels Western Blot gegen das Myc- 
oder Flag-Epitop getestet (Abb. 3.12). 
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Abb.  3.12: Coimmunpräzipitation von Lag1p-Myc und Dgt1p-Flag aus 
solubilisierten ER-Membranen.  DGT1-FLAG  wurde zusammen mit (STY23) oder 
ohne  LAG1-MYC (STY25) expremiert und angereicherte ER-Membranen (ERM) 
präpariert. Nach Solubilisierung der Membranen in 0,3 % DM pro mg 
Membranprotein wurden die Fraktionen mit 100000·g zentrifugiert und das Pellet 
(UZP) sowie der Überstand (UZÜ) auf die Solubilisierungseffizienz mittels SDS-
PAGE und Western Blot mit anti-Myc- (A) oder anti-Flag-Antikörper (B) getestet. 
Beide Überstände wurden für die Immunpräzipitation mit anti-Myc-Antikörper 
hergenommen und das Pellet (IPP) sowie der Überstand (IPÜ) im Western Blot 
gegen das Myc- (C) oder das Flag-Epitop (D) analysiert. Ergebnisse 
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Wie in Abb. 9C (Spur 1 und 2) dargestellt ist, konnte Lag1p-Myc quantitativ 
präzipitiert werden, da die entsprechende Bande nur im Pellet und nicht im Überstand 
detektierbar ist. In Abwesenheit des Myc-Epitops hingegen (Spur 3 und 4) erscheint kein 
Signal, was augenscheinlich in einer hohen Spezifität des verwendeten anti-Myc-Antikörpers 
begründet liegt. Betrachtet man das Los von Dgt1p-Flag in diesem Experiment (Abb. 9D), so 
läßt sich deutlich eine Coimmunpräzipitation von etwa der Hälfte des vorhandenen Dgt1p-
Flag mit Lag1p-Myc erkennen (Spur 1 und 2). Die restliche Hälfte verblieb im Überstand. 
Das Fehlen eines entsprechenden Signals in Abwesenheit des Myc-Epitops verdeutlicht ein 
weiteres Mal die Spezifität des Antikörpers und so auch die der Lag1p-Dgt1p-
Wechselwirkung (Spur 3 und 4). Aufgrund der artifiziellen Beschaffenheit des verwendeten 
Expressionssytems können keine Angaben zur Stöchiometrie der Interaktion von Lag1p und 
Dgt1p gemacht werden. Ergebnisse 
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3.2.  Die Funktion von Lag1p und Dgt1p in der Biosynthese 
von Sphingolipiden 
Die Analysen zur Bedeutung des Dilysinmotives (Kap.  3.1.3) sowie der genauen, 
subzellulären Lokalisation von Lag1p und Dgt1p (Kap.  3.1.4) schlossen eine direkte 
Beteiligung beim Transport GPI-verankerter Proteine aus. Eine zweite Hypothese zur 
Funktion von Lag1p und Dgt1p beleuchtete eine Rolle in der Sphingolipidbiosynthese (Barz 
und Walter, 1999). Zwei Beobachtungen, welche GPI-verankerte Proteine und Sphingolipide 
in einen zellulären Kontext brachten, begründeten im wesentlichen diese Annahme. Wie 
einleitend bereits erwähnt, interagieren GPI-verankerte Proteine und Glykosphingolipide in 
der Plasmamembran von Säugerzellen ( Friedrichson und Kurzchalia, 1998; Varma und 
Mayor, 1998), eine Wechselwirkung, die während des sekretorischen Weges ab dem Golgi 
stattzufinden scheint und die korrekte Lokalisation von GPI-verankerten Proteinen vermittelt 
(Muniz und Riezman, 2000). In Hefe ist SPT-Aktivität, also die Synthese des Grundbausteins 
für Sphingolipide, essentiell für den Transport GPI-verankerter Proteine vom ER zum Golgi 
(Horvath et al., 1994; Sütterlin et al., 1997). Aus diesem Grund sollte die Synthese dieser 
speziellen Lipidklasse in Abhängigkeit von LAG1 und DGT1 näher untersucht werden. 
 
3.2.1.  Die Synthese inositolhaltiger Sphingolipide ist drastisch 
reduziert in Abwesenheit von LAG1 und DGT1 
Um erste Informationen über die Sphingolipidbiosynthese in  lag1Ddgt1D zu 
gewinnen, wurde die Synthese inositolhaltiger Lipide unter nativen Bedingungen analysiert. 
Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit [
3H]-Inositol ([
3H]-INO) pulsmarkiert und für den Ergebnisse 
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angegebenen Zeitraum mit einem Überschuß an kaltem Inositol weiter inkubiert. Die 
extrahierten Lipide wurden anschließend mittels Dünnschichtchromatographie (DC) 
aufgetrennt und durch Fluorographie visualisiert (Abb. 3.13). Wildtyp-Lipidextrakte können 
nach dieser Methode üblicherweise in zehn radioaktive Banden, anhand authentischer 
Standards in Reihenfolge ihrer Hydrophobizität als PI (A und B), IPC (C=III und D=IV), 
MIPC (H), lyso-PI (F und G) und M(IP)2C (H) identifiziert, aufgetrennt werden (Spur 1). Die 
relative Intensität der einzelnen Banden zueinander w ar reproduzierbar. Die  lag1Ddgt1D-
Doppelmutante zeigt hingegen ein komplett verändertes Muster (Spur 2), insofern als die 
entsprechenden Banden von IPC-IV und M(IP)2C von geringerer Intensität und die von PI/B 
und IPC-III nicht vorhanden sind. Im Gegensatz dazu scheinen PI/A und lyso-PI/FG in einem 
vergleichweise hohen Maß synthetisiert zu werden. Darüberhinaus können in  lag1Ddgt1D 
Lipide identifiziert werden, welche im Wildtyp nicht oder in einer geringeren Menge 
vorhanden sind (Spur 2, mit einem Stern markiert). Es zeigte sich dabei, daß die Bande 
oberhalb von PI/A sensitiv gegenüber milder, alkalischer Hydrolyse ist. Diese Reaktivität 
verdeutlicht den Acylglycerol-Charakter des entsprechenden Lipids und schließt ein 
Ceramidderivat aus. Die unidentifizierte Bande unterhalb von lyso-PI/G bleibt dagegen unter 
alkalischen Bedingungen stabil (Daten nicht gezeigt; siehe später). Die Transformation der 
Mutante mit plasmidkodiertem  LAG1  oder  DGT1 revertiert den Deletionsphänotyp 
hinsichtlich der Sphingolipidbiosynthese komplett zugunsten des Wildtyp-Phänotyps (Spur 3 
und 4). Die Anwesenheit beider Gene hat keinen verstärkenden oder sonstigen Effekt auf die 
Lipidqualität sowie -quantität (Spur 5) und beleuchtet damit die redundante Funktion von 
Lag1p und Dgt1p. Ergebnisse 
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Abb.  3.13: Synthese inositolhaltiger Lipide in Abhängigkeit von  LAG1 und 
DGT1.  Wildtypzellen (WT; Spur 1),  lag1Ddgt1D ( DD; Spur2),  lag1Ddgt1D 
komplementiert mit plasmidkodierten  LAG1 ( DD  LAG1; Spur 3),  DGT1 ( DD 
DGT1; Spur 4) oder beiden Genen (DD LAG1 DGT1; Spur 5) wurden in der 
expentiellen Phase geerntet, 3 ODml in 600 µl SC-Medium ohne Inositol 
resuspendiert und 15 min bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
mit 20 µCi [
3H]-Inositol für 20 min markiert und nach Zugabe von 620 µl YPD 
inkl. 80 µg/ml Inositol für weitere 60 min inkubiert. Gesamtlipidextrakte wurden 
entsprechend der Anleitung im Kapitel  5.5.2 präpariert, mittels DC (LMA) 
aufgetrennt und mit H ilfe von Fluorographie visualiert. Der untere Teil zeigt 
einen Ausschnitt aus dem Bereich um PI/A von  lag1Ddgt1D vor und nach 
milder, alkalischer Hydrolyse. Die Identifikation der Lipide erfolgte mittels 
authentischer Standards. Nicht identifizierte Lipide sind mit einem Stern 
gekennzeichnet. 
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3.2.2.  lag1D Ddgt1D D-Zellen besitzen reduzierte Mengen inositolhaltiger 
Sphingolipide 
Die Analysen im vorhergehenden Kapitel zeigen einen Defekt der 
Sphingolipidbiosynthese in lag1Ddgt1D auf, denn es können keine oder nur geringste Spuren 
von Sphingolipiden identifiziert werden. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der 
bisherigen Annahme, daß zumindest die Anwesenheit von ausreichend IPC für das Überleben 
von Hefezellen notwendig sei ( Wells und Lester, 1983; Pinto et al., 1986). Da die 
Pulsmarkierung der Doppelmutante nur Informationen über die Syntheserate zu einem 
bestimmten Zeitpunkt geben kann, wurden im nächsten Schritt die absoluten Mengen von 
Sphingolipiden in lag1Ddgt1D gemessen und charakterisiert. 
Zur Bestimmung der absoluten Lipidmengen wurden die Zellen mit [
32P]-Phosphat 
([
32P]-P) inkubiert, die extrahierten Lipide über DC aufgetrennt und mit Hilfe eines 
Phosphoimagers quantifiziert ( Abb.  3.14). Die absoluten Mengen inositolhaltiger 
Sphingolipide in lag1Ddgt1D sind im Vergleich zum Wildtyp verringert, wenn auch nicht so 
dramatisch wie es die reduzierten Syntheseraten andeuteten. Der Level von M(IP)2C ist in der 
Mutante um etwa 35 %, der von IPC-III um über 95 % im Vergleich zum Wildtyp geringer. 
IPC-IV scheint dagegen in  lag1Ddgt1D etwas stärker synthetisiert zu werden, beide IPC 
zusammen ergeben ca. 12 % des Wildtypwerts. Von der Quantifizierung von MIPC wurde 
abgesehen, da in der Mutante vermehrt unidentifizierte Banden  detektierbar sind, die mit 
einem ähnlichen R f-Wert wie MIPC laufen aber kein Mannose enthalten (siehe später). 
Subjektive Schätzungen ergeben für dieses Sphingolipid ähnliche Mengen wie im Fall von 
IPC. Ergebnisse 
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Abb.  3.14: Quantitative Bestimmung der Sphingolipidmengen in Wildtyp und  lag1D Ddgt1D D.  Die Zellen 
wurden über Nacht in 1 ml YPD inkl. 100 µCi [
32P]-Phosphat bis zur späten exponentiellen Phase angezogen, 
die Lipide extrahiert, hydrolysiert und nach Entsalzung äquivalente Mengen mittels DC (Laufmittel B) 
aufgetrennt. Die Chromatogramme wurden erst autoradiographisch visualisiert (DC) und anschließend mit Hilfe 
eines Phosphoimagers ausgewertet. Die relativen Werte sind als Querbalken dargestellt. IPC-III und IPC-IV 
wurden als IPC zusammengefaßt. Von der Quantifizierung von MIPC wurde abgesehen, da in der Mutante 
Lipide mit einem ähnlichen Rf-Wert gebildet wurden, welche aber keine Mannose enthielten (siehe später). 
 
 
3.2.3.  IPCerS-Aktivität ist in lag1D Ddgt1D D vorhanden 
Aufgrund der geringeren Sphingolipidmengen sowie der stark reduzierten 
Syntheseraten inositolhaltiger Sphingolipide in lag1Ddgt1D schien es naheliegend, daß Lag1p 
und Dgt1p eine Rolle in der Übertragung der Phosphoinositolgruppe auf Ceramid in der 
IPCerS-Reaktion spielen. Eine geignete Methode zur Untersuchung der IPCerS-Aktivität ist 
die  in vivo-Markierung von Zellen mit [
3H]-INO in der Gegenwart der membrangängigen 
Ceramidanaloga C2- und C6-Ceramid. Beide Strukturanaloga waren als potentielles Substrat 
für die IPCerS beschrieben ( Levine et al., 2000). Nach der Markierung wurden die Ergebnisse 
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Gesamtlipidextrakte präpariert und mittels DC analysiert ( Abb.  3.15; In Kooperation mit 
Béatrice Vallée und Howard Riezman, Biozentrum der Universität von Basel). 
 
 
 
Abb.  3.15: IPCerS-Aktivität in  lag1D Ddgt1D D.  2  · 10
8 exponentiell wachsende  lag1Ddgt1D-Zellen 
wurden geerntet, mit SC-INO gewaschen, in 0,5 ml SC-INO resuspendiert und 15 min bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 25 µCi [
3H]-Inositol ohne weitere Zugaben (Spur1-
2), in der Gegenwart von 40 µM Acetylceramid (Spur 3-5) oder Hexanoylceramid (Spur 6-10) für 
weitere 15 min inkubiert. Um Lipide als Produkte der IPCerS zu identifizieren, erfolgte die 
Markierung in der Gegenwart von 50 nM des IPCerS-Inhibitors AbA (Spur 9 und 10). Die Lipide 
wurden anschließend extrahiert, hydolysiert (Spur 2, 4, 7 und 10), mit PIPLC verdaut (Spur 5 und 
8) und mittels DC (LMB) aufgetrennt. 
 
Die Spuren 1 und 2 verdeutlichen noch einmal die drastisch verringerte Syntheserate 
inositolhaltiger Sphingolipide bei normaler Synthese von PI in der Mutante. Tatsächlich 
können unter den hier getesteten Bedingungen keine Sphingolipide identifiziert werden, da 
alle Banden sensitiv gegenüber alkalischer Hydrolyse sind. Durch die Zugabe von C2-
Ceramid während der Markierung ergibt sich eine zusätzliche Bande im Fluorogramm, 
welche in der DC oberhalb von lyso-PI läuft (Spur 3). Diese Substanz ist resistent gegenüber 
alkalischer Hydrolyse und muß deshalb ein Ceramidgerüst besitzen (Spur 4). Das 
entsprechende Lipid wurde aber von der PIPLC komplett verdaut (Spur 5), was auf eine Ergebnisse 
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terminale und einzelne Phosphoinositolgruppe schließen läßt. Dies identifiziert dieses Lipid 
als C2-IPC. C6-Ceramid verhielt sich unter diesen biosynthetischen Bedingungen bis auf das 
leicht hydrophobere Laufverhalten seiner Produkte in der DC identisch zu C2-Ceramid (Spur 
6-8). Die ensprechende, zusätzliche Bande wurde demnach in Analogie zu C2-IPC C6-IPC 
benannt. Um sicher zu stellen, daß die Phosphoinosilierung von C6-Ceramid auf der IPCerS-
Aktivität beruhte, wurden die Zellen kurz vor der Markierung mit dem potenten IPCerS-
Inhibitor AbA (Nagiec et al., 1997) inkubiert. Unter diesen Bedingungen wird C6-IPC nicht 
gebildet (Spur 9 und 10). Dies bedeutete, daß C6-IPC und damit auch C2-IPC ein direktes 
Produkt der IPCerS sind und ihre Präsenz eine funktionelle IPCerS in lag1Ddgt1D belegen. 
Der Synthesedefekt in  lag1Ddgt1D liegt deshalb offenbar  nicht auf der Stufe der IPCerS, 
sondern in vorhergehenden Stufen des Biosyntheseweges. Diese Annahme wird dadurch 
verstärkt, daß Säugerzellen  LAG-Homologe besitzen aber generell keine IPCers-Aktivität 
aufweisen.   
 
3.2.4.  Die Abwesenheit von LAG1 und DGT1 führt zu einer 
Akkumulation von Sphingoidbasen 
Die bisherigen Daten zeigten eine defekte Sphingolipidbiosynthese in der lag1Ddgt1D-
Doppelmutante auf. Als Folge davon besaßen die Zellen stark verringerte Mengen an 
Sphingolipiden und synthetisierten zudem unidentifizierte Lipide. Um ein genaueres Bild des 
Synthesedefekts sowie der Beschaffenheit der neuen Lipide zu erhalten, wurden Wildtyp- und 
lag1Ddgt1D-Zellen in der Gegenwart der radioaktiven Sphingolipidvorläufer [
3H]-INO, [
3H]-
Palmitat ([
3H]-PA), [
14C]-Serin oder [
3H]-DHS über Nacht inkubiert, die Lipide extrahiert, 
hydrolysiert und äquivalente Mengen mittels DC und Fluorographie analysiert (Abb. 3.16). Ergebnisse 
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Abb.  3.16: Vergleich hydrolysierter und unterschiedlich markierter Lipidextrakte. 
Wildtyp (WT; Spur 1, 3, 5 und 7) und lag1Ddgt1D (DD; Spur 2, 4, 6, 8) wurden über Nacht mit 
[
3H]-Inositol (INO; Spur 1 und 2), [
3H]-Palmitat (PA; Spur 3 und 4), [
14C]-Serin (SER; Spur 5 
und 6) oder [
3H]-Dihydosphingosin (DHS; Spur 7 und 8) markiert und die Lipide extrahiert. 
Nach milder, alkalischer Hydrolyse und Entsalzung wurden äquivalente Mengen an 
Lipidextrakten auf HPTLC-Platten aufgetragen, in LMB aufgetrennt und mittels Fluorographie 
visualisiert. Zwei bisher unbeschriebene Lipide sind als X1 und X2 bezeichnet. Ergebnisse 
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Wie zu erwarten sind die wesentlichen Sphingolipide IPC-III, IPC-IV, MIPC sowie 
M(IP)2C im Wildtyp vorhanden und inkorporierten allen Vorläufer (Spur 1, 3, 5 und 7). 
Abgesehen  von den markierten Sonden selbst zeigen die [
3H]-PA- und [
14C]-
Serinmarkierungen keine weiteren, identifizierbaren Banden (Spur 3 und 5), wohingegen 
[
3H]-DHS zu PA metabolisiert wurde und außerdem in Ceramid zu finden ist (Spur 7). Die 
Quantifizierung zeigt, daß die  lag1Ddgt1D-Doppelmutante M(IP)2C in annähernd gleichen 
Mengen synthetisierte wie Wildtyp, aber deutlich weniger IPC und MIPC besitzt (Spur 2, 4 
und 6). Im Gegensatz dazu sind die Sphingoidbasen DHS und PHS in der Abwesenheit von 
LAG1 und DGT1 in weitaus höheren Mengen als im Wildtyp vorhanden. Die prominente 
Bande, welche generell oberhalb von DHS zu finden war, konnte aufgrund eines fehlenden 
Standards nicht eindeutig zugeordnet werden, entspricht aber in ihrem relativen Laufverhalten 
und dem Markierungsmuster dem direkten Kondensationsprodukt von Serin und Palmitat, 
Keto-DHS ( Beeler et al., 1998). Interessanterweise sind in der Mutante zwei weitere, 
unidentifizierte Lipide X1 und X2 vorhanden, welche Inositol, PA, Serin, DHS und Phosphat 
enthalten, aber nicht von Mannose markiert werden (Daten nicht gezeigt). Die Markierung der 
Zellen mit [
3H]-DHS offenbarte einen weiteren Defekt in der  lag1Ddgt1D-Doppelmutante 
(Spur 7 und 8). Obwohl zumindest das Hauptsphingolipid M(IP)2C in durchaus detektierbaren 
Mengen vorhanden sein mußte, wurde exogenes [
3H]-DHS im Gegensatz zu endogen 
synthetisiertem DHS nicht in Sphingolipide oder Ceramid inkorporiert. Dies schien umso 
verwunderlicher, als exogenes DHS in der Doppelmutante sowohl zu Palmitat als auch zu 
PHS metabolisiert wurde. 
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3.2.5.  Lag1p und Dgt1p sind essentiell für den Einbau von exogenen 
Dihydrosphingosin in Ceramid in vivo 
Es war bekannt, daß exogenes DHS nach der Aufnahme erst phosphoryliert und 
anschließend wieder dephosphoryliert werden muß, um als Substrat in die CerS-Reaktion 
eingehen zu können (Mao et al., 1997; Qie et al., 1997; Nagiec et al., 1998). Da der Einbau 
von exogenem [
3H]-DHS in Ceramid in Abwesenheit von LAG1 und DGT1 nahezu komplett 
inhibiert ist, sollte die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Sphingoidbasen in 
lag1Ddgt1D näher untersucht werden. Sphingoidbasen akkumulieren in dieser Mutanteund so 
war es denkbar, daß eine weitere Aufnahme von DHS reprimiert war. Um einen derartigen 
Effekt in Form einer Negativkontrolle zu umgehen, wurden die Zellen vor der [
3H]-DHS-
Markierung für zwei Stunden mit dem SPT-Inhibitor Myriocin und/oder dem CerS-Inhibitor 
FB1 inkubiert. Dies sollte eine drastische Reduktion des internen Sphingoidbasen- und eines 
möglichen Ceramidniveaus erlauben. Darüberhinaus sollte auf diese Art und Weise Ceramid 
eindeutig identifizierbar sein. Nach der folgenden, halbstündigen Markierung wurden die 
Zellen schließlich geerntet, die Lipide extrahiert, hydrolysiert und nach Entsalzung mittels 
DC und Fluorographie analysiert ( Abb.  3.17). In der Abwesenheit beider Toxine 
inkorporierten Wildtypzellen exogenes [
3H]-DHS in Ceramid, inositolhaltige Sphingolipide 
und auch DHS-1-P, wobei der Hauptanteil der Radioaktivität aufgrund der kurzen 
Markierungsdauer in Ceramid und IPC-III zu finden ist (Spur 1). Das terminale Sphingolipid 
M(IP)2C kann kaum detektiert werden. Die Präinkubation mit FB1 führt in Wildtypzellen 
erwartungsgemäß zu stark reduzierten Signalen von Ceramid und in Folge auch 
inositolhaltiger Sphingolipide (Spur 2).  
 Ergebnisse 
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Abb.  3.17: Inkorporation von exogenem [
3H]-DHS in Ceramid ist defekt in  lag1D Ddgt1D D.  Wildtyp (Spur 1 -4) 
und lag1Ddgt1D-Zellen (Spur 5-8) wurden in der exponentiellen Phase geerntet und mit frischem SC-Medium 
auf eine Zelldichte von 10
7 Zellen pro ml eingestellt. 1 ml Kulturen wurden in der Gegenwart von 100 µM FB1 
(Spur 2, 4, 6 und 8) und/oder 20 µg Myriocin (Myr; Spur 3, 4, 7 und 8) für 120 min bei 30 °C präinkubiert und 
anschließend mit 2 µCi [
3H]-DHS für weitere 30 min markiert. Die Zellen wurden geerntet, die Lipide extrahiert, 
hydrolysiert, entsalzen und in 100 µl CMW resuspendiert. Je 5 µl wurden mittels DC (LMB) aufgetrennt und 
Fluorographie visualisiert. Beide Teile des Fluorogramms entstammen demselben Dünnschichtchromatogramm, 
wurden aber unterschiedlich lang exponiert. 
 
Das Signal entsprechend zu DHS-1-P bleibt unter diesen Umständen nahezu 
unverändert, wohingegen PHS, geringe Mengen an PHS-1-P und die unidentifizierten Lipide 
X1 und X2 akkumulieren. Die Behandlung von Wildtypzellen mit Myriocin bewirkt einen 
deutlich verstärkten Einbau von exogenem [
3H]-DHS in Ceramid und Sphingolipide (Spur 3), 
eine Beobachtung, die ein Aushungern der Zellen an endogenen Sphingoidbasen aufgrund 
einer effizienten Inhibition der SPT verdeutlicht. Interessanterweise werden die neuen Lipide 
X1 und X2 unter diesen Bedingungen auch in Wildtypextrakten sichtbar, was zeigt, daß ihre 
Synthese nicht auf die  lag1Ddgt1D-Deletion zurückzuführen ist. Die Anwesenheit beider Ergebnisse 
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Toxine während der Präinkubation führt zu einer ähnlich starken Inkorporation von [
3H]-DHS 
in Ceramid und Sphingolipide wie in dem Experiment mit Myriocin allein (Spur 4). Dies 
beweist, daß unter diesen Umständen einerseits die IPT effizient und andererseits die CerS 
nicht komplett inhibiert wird. Im Gegensatz zum Wildtyp metabolisiert lag1Ddgt1D exogenes 
[
3H]-DHS nicht zu Ceramid oder höheren Sphingolipiden, wohl aber zu PHS, DHS-1-P, PHS-
1-P und X1/X2 (Spur 5). Tatsächlich beeinflußt weder die Anwesenheit von FB1 oder die von 
Myriocin das Markierungsmuster der Doppeldeletionszellen (Spur 6 -7). Diese interessante 
Beobachtung erlaubt eine Reihe von Aussagen. Zum Einen scheint eine Kompetition von 
endogenen und exogenen Sphingoidbasen in lag1Ddgt1D den Inkorporationsdefekt von [
3H]-
DHS in Ceramid nicht zu begründen. Falls der generelle Defekt in der 
Sphingolipidbiosynthese nach der CerS-Reaktion gewesen wäre, hätte sich vermutlich auch 
Ceramid in der Zelle angehäuft und eine weitere Inkorporation von [
3H]-DHS repremiert. 
Auch diese Hypothese kann verworfen werden, da die zweistündige Inhibition der CerS 
mittels FB1 die internen Ceramidmengen hätte verringern müssen. Somit sollte der Einbau 
von [
3H]-DHS in d er Doppelmutante zumindest nach der Präinkubation mit beiden 
Inhibitoren erleichtert gewesen sein. Die Phosphorylierungsrate von Sphingoidbasen in 
lag1Ddgt1D scheinnt ebenfalls nicht beinträchtigt zu sein, da die Mutante DHS-1-P in 
Wildtypmengen besitzt und sogar PHS-1-P akkumuliert. Eine unveränderte 
Phosphorylierungsrate in lag1Ddgt1D wird zudem durch die Beobachtung bestärkt, daß die 
Konvertierung von (PHS-1-P)DHS-1-P zu (2-Hydroxy-)Palmitaldehyd und in Folge zu 
Glycerolipiden mit derselben Effizienz wie im Wildtyp geschieht (Abb. 3.18). Mao et al. 
(1997) zeigten, daß die Abwesenheit der Sphingoidbasenphosphat-Phosphatase Lcb3p die 
Konvertierung von exogenem [
3H]-DHS zu PHS generell verhindert. Die Anwesenheit von 
PHS schließt eine ähnliche Situation in lag1Ddgt1D-Zellen aus.  Ergebnisse 
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Abb.  3.18: Phosphorylierung und Dephosphorylierung von 
Sphingoidbasen ist unbeeinträchtigt in  lag1D Ddgt1D D.  Wildtyp (Spur 1) und 
lag1Ddgt1D-Zellen (Spur 2) wurden in der exponentiellen Phase geerntet, mit 
frischem SC-Medium auf eine Zelldichte von 0,5·10
7 Zellen pro ml 
eingestellt und je 1 ml Kultur mit 3 µCi [
3H]-DHS für 180 min markiert. Die 
Zellen wurden geerntet, die Lipide extrahiert und in 100 µl CMW 
resuspendiert. Je 5 µl wurden mittels DC (LMB) aufgetrennt und durch 
Fluorographie visualisiert. 
 
Die hier gewonnenen Daten legitimieren deshalb die Behauptung, daß Lag1p und 
Dgt1p in der Biosynthesesequenz nach Lcb3p ein essentieller Bestandteil in der 
Metabolisierung von exogenem DHS zu Ceramid sind. 
 
3.2.6.  lag1D Ddgt1D D-Zellen sind resistent gegenüber Fumonisin B1 
Das Langzeitmarkierungsmuster von  lag1Ddgt1D-Zellen mit [
3H]-PA weist nach 
alkalischer Hydrolyse einige zusätzliche Banden mit einem ceramidähnlichen Laufverhalten 
auf (Abb. 3.16). Um zu klären, ob die entsprechenden Lipide Produkte der CerS sind, wurde 
ihre Sensitivität gegenüber FB1 getestet.  Ergebnisse 
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Abb.  3.19: Lipidsynthese in  lag1D Ddgt1D D ist resistent gegenüber FB1. 
Wildtyp- (Spur 1 und 2) und lag1Ddgt1D-Zellen (Spur 3 und 4) wurden in der 
exponentiellen Phase geerntet und mit frischem SC-Medium auf eine Zelldichte 
von 10
7 Zellen pro ml eingestellt. 1 ml Kulturen wurden in der Gegenwart von 
100 µM FB1 (Spur 2 und 4) für 120 min bei 30 °C präinkubiert und 
anschließend mit 5 µCi [
3H]-PA für weitere 60 min markiert. Die Zellen wurden 
geerntet, die Lipide extrahiert, hydrolysiert, entsalzen und in 100 µl CMW 
resuspendiert. Je 5 µl wurden mittels  DC (LMB) aufgetrennt und durch 
Fluorographie visualisiert. Die Banden, welche mit einem Stern markiert sind, 
entsprechen unidentifizierten, alkalistabilen Lipiden.  
 
Nach Präinkubation mit dem CerS-Inhibitor wurden die Zellen für kurze Zeit mit [
3H]-
PA markiert und die Lipide nach Extraktion und Hydrolyse mittels DC analysiert (Abb. 3.19). 
Unbehandelte Wildtypzellen inkorporierten [
3H]-PA unter diesen Bedingungen in PHS, IPC-
III, IPC-IV, MIPC und M(IP)2C (Spur 1). Eine zusätzliche Bande, die etwas unterhalb von Ergebnisse 
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PHS lief, kann mangels eines geeigneten Standards nicht identifiziert werden. Ceramid wird 
hingegen nicht detektiert, eine Tatsache, welche für die kurze Halbwertszeit eines Botenstoffs 
spricht. Die Behandlung der Zellen mit  dem CerS-Inhibitor FB1 reduziert die Synthese 
komplexer Sphingolipide, wobei IPC davon am stärksten betroffen ist (Spur 2). Im Gegensatz 
dazu akkumulieren neben PHS und DHS auch eine Reihe unidentifizierter Lipide (mit einem 
Stern markiert). Es stellte sich heraus, daß  lag1Ddgt1D-Zellen bis auf kaum detektierbare 
Mengen an Sphingolipiden exakt dasselbe Markierungsmuster aufweisen wie FB1-behandelte 
Wildtypzellen (Spur 2 und 3). Darüberhinaus hat FB1 unter diesen Bedingungen keinerlei 
Einfluß auf die Lipidzusammensetzung der Doppelmutante, da sich die entsprechenden 
Extrakte in ihrem Muster völlig decken (Spur 3 und 4). Es liegt deshalb die Vermutung nahe, 
daß die akkumulierten Lipide in der Mutante keine Produkte der CerS sind, sondern die 
Abwesenheit von LAG1 und DGT1 vielmehr einen Block in der CerS-Reaktion verursacht. 
 
3.2.7.  Die Fettsäureelongation ist nicht reduziert in lag1D Ddgt1D D 
Die CerS benötigt als Substrate DHS/PHS und C24-CoA/C26-CoA. Die sehr langen 
Fettsäuren entstehen durch Elongation von C20 zu C24 u nd C26 unter Katalyse des 
membranassoziierten Elongationskomplexes Elo2p/Elo3p (Oh et al., 1997). Die Deletion von 
ELO2 und  ELO3 ist synthetisch letal, die Deletion eines der Gene reduziert indes die 
Synthese von Ceramid und führt zu einer Akkumulation von Sphingoidbasen. Da die 
Doppeldeletion von LAG1 und DGT1 einen ähnlichen Phänotyp aufweist, war ein Defekt in 
der Fettsäureelongation nicht auszuschliessen. Zur Bestimmung der Fettsäurezusammen-
setzung in Wildtyp- und  lag1Ddgt1D-Zellen wurden  organische Zellextrakte unter saurer 
Methanolyse präpariert und mittels kombinierter Gaschromatographie/Massenspektrometrie Ergebnisse 
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sowie der Verwendung authentischer Standards analysiert (Abb. 3.20). 
 
 
 
Abb.  3.20: Analyse methylierter Fettsäuren nach saurer Methanolyse kompletter Zellen. 
Wildtyp- und  lag1Ddgt1D-Zellen wurden in der exponentiellen Phase geerntet und das 
Zellpellet für 20 h in salzsaurem Methanol gekocht. Der Überstand wurde mit 
Hexan/Diethylether extrahiert und der Extrakt mit den methylierten Fettsäuren getrocknet. Die 
Analyse der Fettsäuren erfolgte mittels GC/MS. Es ist zu beachten, daß sich die Skalierung des 
Diagramms oberhalb und unterhalb des Umbruchs unterscheidet. 
 
Als Referenzwert dient die endogene Palmitatmenge, welche im Wildtyp und in der 
Mutante auf 100 % festgelegt wurde. Es zeigte sich, daß die Abwesenheit von LAG1 und 
DGT1 das Niveau aller gesättigten Fettsäuren nicht negativ beeinflußt. Vielmehr scheint die 
Mutante vergleichsweise erhöhte Mengen langkettiger Fettsäuren zu besitzen. Ein 
lag1Ddgt1D-begründeter Defekt im Elongationprozeß zu C26-Fettsäuren, dem Substrat für die 
CerS-Reaktion, kann anhand dieser Analyse ausgeschlossen werden. Ergebnisse 
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3.2.8.  Überexpression von LAG1 und DGT1 beeinflußt nicht die 
Ceramidsynthese in vivo 
Die Zusammenfassung aller bisherigen Daten über den Synthesedefekt in lag1Ddgt1D 
deutet auf einen Block der CerS hin. Da dieser Reaktion bis dato als einziger in der 
Sphingolipidbiosynthese kein Gen oder Protein zugeordnet werden konnte (siehe Einleitung) 
ist es möglich, daß LAG1 und DGT1 für die katalytischen Einheiten der CerS kodieren. Um 
dieser Vermutung nachzugehen, wurden beide Gene im Wildtyp überexpremiert und eine 
eventuelle Überproduktion von Ceramid und Sphingolipiden untersucht. Zu diesem Zweck 
fand das in Kapitel 3.1.5 beschriebene Plasmid pSTS30 Verwendung, da es die synchrone 
Expression von  LAG1  und DGT1 unter der Kontrolle des glukoserepremierten  GAL1/10-
Promotors erlaubt. Um möglichen Unregelmäßigkeiten beim Diauxiesprung von Glukose auf 
Galaktose während der Expressionsinduktion vorzugreifen, wurden die Zellen bereits im 
Vorkulturstadium unter induzierenden Bedingungen angezogen. Es stellte sich dabei heraus, 
daß die durch Western Blot kontrollierte Überexpression von LAG1 und DGT1 unter diesen 
Bedingungen keinen veränderten Phänotyp im Vergleich zur Negativkontrolle erzeugt (Daten 
nicht gezeigt). Im nächsten Schritt wurden die Überexpressions- und die Kontrollzellen auf 
eine identische Zelldichte eingestellt, für zwei Stunden mit [
3H]-DHS markiert und die 
Lipidextrakte analysiert ( Abb.  3.21). Unter den hier getesteten Bedingungen weisen die 
Gesamtlipidextrakte aus der Überexpressions- und der Kontrollkultur keinerlei Unterschiede 
auf. Beide Stämme inkorporierten exogenes [
3H]-DHS zu gleichen Teilen in Ceramid, 
inositolhaltige Sphingolipide und Glycerolipide. 
 Ergebnisse 
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Abb.  3.21: Auswirkung der Überexpression von  LAG1  und DGT1 
auf die Lipidbiosynthese.  Wildtyp mit dem Kontrollplasmid pESC 
(Spur 1) und dem Überexpressionsplasmid pSTS30 (Spur 2) wurden 
in SG-Ura über Nacht angezogen, steril geerntet und mit frischem SG-
Ura auf eine Zelldichte von 0,5·10
7 Zellen pro ml eingestellt. Je 1 ml 
Kultur wurden anschließend mit 3 µCi [
3H]-DHS für 120 min 
markiert. Die Zellen wurden geerntet, die Lipide extrahiert und in 100 
µl CMW resuspendiert. Je 5 µl wurden mittels DC (LMB) aufgetrennt 
und Fluorographie visualisiert. 
 
Eine Überlegung in diesem Zusammenhang war, daß die vorhandenen Ceramidasen 
durch ihre lytische Aktivität die Menge an Ceramid in der Zelle kontrollieren und dadurch 
eine Überproduktion dieses Sekundärbotenstoffs inhibieren. Um eine derartige Degradation 
auszuschließen, wurde die Überexpression von  LAG1  und DGT1 sowie die Kontrolle in 
einem ceramidasedefizienten genetischen Hintergrund durchgeführt. Zur Identifikation einer 
möglichen Überproduktion von Ceramid oder Sphingolipiden wurde die Zellen zum einen, 
wie oben beschrieben, mit [
3H]-DHS markiert, oder zu anderen in der Gegenwart von [
32P]-P 
über Nacht bis zur spätexponentiellen Phase angezogen. Die Ergebnisse der mittels DC und 
Phosphoimager analysierten Lipide brachten allerdings insofern keine neuen Erkenntnisse, als 
sich die relativen Mengen von Sphingolipiden oder Ceramid in der Überexpressionkulter von Ergebnisse 
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denen der Kontrollkultur nicht untescheiden (Daten nicht gezeigt). Die Überexpression von 
LAG1 und DGT1 in vivo scheint also keinen Einfluß auf die Ceramidproduktion zu haben, 
eine Tatsache, die eine katalytische Aktivität von Lag1p und Dgt1p in der CerS-Reaktion in 
Frage stellen. 
 
3.2.9.  Lag1p und Dgt1p sind ein essentieller Bestandteil der CerS-
Reaktion in vitro 
 Die Analysen im vorhergehenden Kapitel werfen Zweifel bzgl. einer möglichen 
katalytischen Aktivität von Lag1p und Dgt1p auf. Es muß in diesem Zusammenhang 
allerdings bedacht werden, daß Ceramid im Licht seiner fatalen Signalwirkung in der Zelle 
höchstwarscheinlich unter strenger Kontrolle synthetisiert wird. Aus dieser Annahme heraus 
erwuchs die Idee, die Ceramidsynthese in Abhängigkeit von LAG1 und DGT1 außerhalb ihres 
nativen Umfelds zu prüfen. Hierfür wurde in Kooperation mit Béatrice Vallée und Howard 
Riezman ein neu entwickeltes  in vitro-System  verwendet, welches sich von dem bisher 
publizierten in einigen wesentlichen Merkmalen unterscheidet. So war es bisher üblich, grob 
präparierte mikrosomale Membranen direkt mit Stearoyl-CoA und [
3H]-DHS ohne weitere 
Zugaben zu inkubieren. Dieses für die Säuger-CerS entwickelte System fand wissentlich 
bisher nur einmal mit Hefemembranen Anwendung (Wu et al., 1995). In der vorliegenden 
Dissertation konnte in einer Reihe von Ansätzen die von Wu und Mitarbeitern gemessenene 
CerS-Aktivität nicht reproduziert werden. Tatsächlich war unter diesen Bedingungen keinerlei 
neu synthetisiertes Ceramid detektierbar (Daten nicht gezeigt). Eine mögliche Erklärung 
hierfür ist die hohe Spezifität der Hefe-CerS für C24- und C26-Fettsäuren, zwei Substrate, 
welche nicht verfügbar waren. Darüberhinaus wurde kürzlich entdeckt, daß die CerS-Ergebnisse 
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Reaktion in Hefe von der Anwesenheit eines cytosolischen Faktors, anders als die löslichen 
Sphingoidbasekinasen, abhängig ist (Howard Riezman, pers. Mitteilung). Das hier 
verwendete in vitro-System setzt sich aus gewaschenen und angereicherten ER-Membranen, 
Cytosol, einem ATP-regenerierenden System und [
3H]-DHS zusammen. Die Reaktion wurde 
durch die Zugabe von freiem CoA und einem liposomalen Gemisch aus Hexacosaninsäure 
und PI gestartet. Nach der Inkubation wurden die Lipide extrahiert, hydrolysiert und nach 
Entsalzung mittels DC und Fluorographie analysiert (Abb. 3.22).  
 
 
 
Abb.  3.22: Lag1p und Dgt1p sind ein essentieller Bestandteil für die CerS-Reaktion  in vitro. 
Membranen  von Wildtyp (Spur 1und 2), lag1Ddgt1D (Spur 3 und 4), Wildtyp mit dem Kontrollplasmid 
pESC (Kontrolle; Spur 5) oder dem Überexpressionsplasmid pSTS30 (ÜE LAG1 DGT1; Spur6) wurden 
präpariert. Diese mikrosomalen Membranen wurden anschließend mit Cytosol, einem ATP-
regenerierenden System, GDP-Mannose, und [
3H]-DHS für 15 min bei 24 °C in der Gegenwart von 
Australifungin (Spur 2) vorinkubiert. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von CoA und einem 
liposomalen Gemisch aus Hexacosaninsäre und PI. Nach weiteren 120 min Inkubation wurde die 
Reaktion mit Chloroform/Methanol (1/1 [v/v]) gestoppt, die Lipide extrahiert, hydrolysiert und mittels 
DC (LMC) aufgetrennt. Unidentifizierte Banden sind mit einem Stern markiert. Ergebnisse 
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Unter diesen Bedingungen synthetisieren Wildtypmembranen typischerweise sowohl 
DHCer als auch PHCer. Diese beiden Formen von Ceramid können mit Hilfe des hier 
verwendeten sauren Laufmittels gut voneinander getrennt werden. Der relative Anteil von 
DHCer und PHCer an der Gesamtmenge des gebildeten Ceramids ist abhängig von der 
Membranpräparation und deshalb variabel. Die Mengen komplexer Sphingolipide, welche 
während der Reaktion formiert wurden, sind sehr gering (Daten nicht gezeigt). Diese 
Beobachtung schafft die Voraussetzung für eine direkte Korrelation des detektierten Ceramids 
mit der CerS-Aktivität. Wenn der Versuch in der Gegenwart des potenten CerS-Inhibitors 
Australifungin durchgeführt wurde, kann kein Ceramid detektiert  werden. Unidentifizierte 
Banden (mit einem Stern markiert) bleiben dagegen unter dieser Bedingung unverändert oder 
nehmen in ihrer Intensität zu, eine Tatsache, welche eine Zuordnung der ensprechenden 
Lipide als Produkte der CerS ausschließt. In Übereinstimmung mit den in vivo-Versuchen 
liegt die Menge an in  lag1Ddgt1D-Membranen gebildeten Ceramid unterhalb der 
Detektionsgrenze. 
Im nächsten Schritt sollten Membranen, welche aus  LAG1  und  DGT1 
überexpremierenden Zellen stammten, auf eine mögliche Erhöhung der CerS-Aktivität hin 
untersucht werden. Als Kontrolle dienten Membranen aus Zellen mit dem leeren 
Kontrollplasmid. Aus der Analyse der Chromatogramme ist ersichtlich, daß sich die 
Gesamtmenge von Ceramid in den beiden Ansätzen nicht unterscheidet, obwohl Membranen 
aus dem Überexpressionsstamm vergleichsweise mehr DHCer aber weniger PHCer als die 
Kontrollmembranen synthetisierten (Spur 4 -6). Wie aber bereits erwähnt wurde, ist diese 
schwankende Verteilung auch zwischen verschiedenen Wildtypmembranfraktionen 
unterschiedlicher Präparationen präsent, was die Überexpression von LAG1 und DGT1 als 
Ursache für diesen Effekt tendenziell ausschließt.  Ergebnisse 
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3.3.  Die Funktion von Ypc1p und Ydc1p als Suppressoren 
der lag1D Ddgt1D D-Doppeldeletion 
Am Anfang der Analysen von Lag1p und Dgt1p stand der Versuch, die Funktion 
beider Proteine durch ein Auffinden möglicherweise bekannter Suppressoren zu bestimmen. 
In diesem Sinne isolierte Wolfgang Barz das bis dato uncharakterisierte Gen YBR183w 
(YPC1). Überexpremiert vermag es, den Wachstumsdefekt der lag1Ddgt1D-Doppelmutante zu 
80 % zu revertieren ( Abb.  3.23).  YPC1 kodiert für ein Membranprotein mit 
höchstwarscheinlich sechs TMD (Kyte und Doolittle, 1982; von Heijne, 1992; Hofmann und 
Stoffel, 1993; P ersson und Argos, 1994) und einem C -terminalen Dilysinmotiv, 
charakteristisch für ER-residente Proteine oder solche, die zyklisch zwischen ER und Golgi 
transportiert werden (siehe Kap. 3.1.3).  
 
 
 
Abb.  3.23: Überexpression von YBR183w ( YPC1) und YPL087w ( YDC1) 
supprimiert den  lag1D Ddgt1D D-Wachstumsdefekt partiell.  YBR183w (Reihe 3) 
und YPL087w (Reihe 4) wurden mit ihren flankierenden, nichtkodierenden 
Sequenzen in den Hochkopienvektor pRS425 (Christianson et al., 1992) kloniert 
und in  lag1Ddgt1D-Zellen transformiert. Die Wachstumsraten der 
überexpremierenden Zellen wurden im Vergleich zum Wildtyp (Reihe 1) und 
lag1Ddgt1D (Reihe 2) bei 30 °C in SC-Medium analysiert. Die Wachstumsrate 
des Wildtyps wurde auf 100 % normiert. Ergebnisse 
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Andere Sequenzmotive, welche einen Hinweis auf die Funktion des YPC1-kodierten 
Proteins hätten geben können, wurden nicht identifiziert. Auch weist die Komplettsequenz 
keine signifikante Ähnlichkeit z u Lag1p und Dgt1p auf, ist aber zu ca. 70 % zu einem 
weiteren uncharakterisierten Gen YPL087w (YDC1) identisch. Obwohl YDC1 über den Weg 
der Suppressoranalyse nicht isoliert wurde, führt dessen gezielte Klonierung und 
Überexpression zu einer Revertierung des lag1Ddgt1D-Wachstumsdefekts zu ca. 68 % der 
Wildtypwachstumsrate (Abb. 3.23). 
 
3.3.1. 3.3.1.    Überexpression von YPC1 und YDC1 erhöht die Synthese 
komplexer Sphingolipide in lag1D Ddgt1D D   
Da eine Überexpression der Gene  YPC1 und YDC1 eine partielle Suppression des 
Wachstumsdefekts der  lag1Ddgt1D-Mutante erlaubt, sollte eine mögliche Beteiligung der 
kodierten Proteine in der Sphingolipidsynthese untersucht werden. Zur Bestimmung der 
Biosynthese komplexer Sphingolipide wurden die supprimierten Zellen mit [
3H]-Inositol 
pulsmakiert und für den angegebenen Zeitraum mit einem Überschuß an kaltem Inositol 
weiter inkubiert. Die extrahierten Lipide wurden anschließend mittels DC aufgetrennt und 
durch Fluorographie visualisiert (Abb. 3.24). Der Vergleich der Spuren 1 und 2 in Abb. 3.24 
verdeutlicht ein weiteres Mal den Lipiddefekt der Doppelmutante. Die Überexpression von 
YPC1 in  lag1Ddgt1D führt interessanterweise zu einer partiellen Revertierung des 
Synthesedefekts, insbesondere der Synthese von M(IP)2C. Auch die Bildungsraten von PI/B 
und IPC/C nehmen zu, allerdings erreichen sie nicht die Wildtypniveau. Im Gegensatz dazu 
scheint die Menge gebildeten Lyso-PI/FG sowie unidentifizierter Lipide im Vergleich zu der 
nicht supprimierten Mutante zurückzugehen. Ergebnisse 
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Abb.  3.24: Synthese inositolhaltiger Lipide in supprimierten  lag1D Ddgt1D D-
Zellen.  Wildtyp (WT; Spur 1),  lag1Ddgt1D ( DD; Spur2),  lag1Ddgt1D mit 
Überexpression von YPC1 (DD YPC1; Spur 3) oder  YDC1 (DD YDC1; Spur 4) 
wurden in der exponentiellen Phase geerntet, 3 OD600ml in 600 µl SC-Medium 
ohne Inositol resuspendiert und 15 min bei 30 °C inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen mit 20 µCi [
3H]-Inositol für 20 min markiert und nach Zugabe 
von 620 µl YPD inkl. 80 µg/ml Inositol für weitere 60 min inkubiert. 
Gesamtlipidextrakte wurden entsprechend der Anleitung im Kapitel  5.5.2 
präpariert, mittels DC (LMA) aufgetrennt und  mit Hilfe von Fluorographie 
visualiert. Die Identifikation der Lipide erfolgte mittels authentischer Standards. 
Nicht identifizierte Lipide sind mit einem Stern gekennzeichnet. 
 
Eine ähnliche Beobachtung ergibt sich im Fall der YDC1-Suppression. Auch hier kann 
der Sphingolipiddefekt zugunsten des Wildtypphänotyps partiell gerettet werden, wenngleich 
in einem geringeren Maße als in  YPC1-supprimierten Deletionszellen. Interessanterweise 
korrelieren die relativen Werte der Revertierung des Wachstumsdefektes mit denen der 
Revertierung des Lipiddefektes in den beiden supprimierten Mutanten mit leichten Vorteilen Ergebnisse 
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von  YPC1 gegenüber  YDC1. Im Zusammenhang mit der hohen Sequenzidentität sind die 
Funktionen der kodierten Proteine offenbar ähnlich aber nicht identisch. 
 
3.3.2.  YPC1- und YDC1-supprimierte lag1D Ddgt1D D-Zellen besitzen 
erhöhte Mengen komplexer Sphingolipide 
Um ein Bild der Gesamtmengen komplexer Sphingolipide in den supprimierten 
Mutanten zu erhalten,  wurden die Zellen mit [
32P]-P inkubiert, die extrahierten und 
hydrolysierten Lipide über DC aufgetrennt und mit Hilfe eines Phosphoimagers quantifiziert 
(Abb.  3.25). Die Überexpression von  YPC1  und YDC1 erhöht die Level von M(IP)2C 
mindestens auf Wildtypniveau, während die Mengen an IPC die der Doppelmutante nicht 
oder nur kaum übersteigen. Die Lipidzusammensetzung der  YPC1-supprimierten Mutante 
entspricht qualitativ der der nicht supprimierten Mutante. In  YDC1-supprimierten Zellen 
hingegen wird fast ausschließlich M(IP)2C identifiziert, welches in seinem Laufverhalten dem 
einer wenig hydroxylierten Form entspricht und demnach vermutlich auf DHCer basiert.  
Erstaunlicherweise synthetisieren diesselben Zellen im Vergleich zum Wildtyp oder der 
Mutante hohe Mengen an IPC-IV. Puoti  et al. (1991) spekulierten aufgrund ihrer 
Sphingolipidanalysen, daß IPC-IV in einem nur sehr begrenztem Maß in den weiteren 
Biosyntheseweg eingehe und deshalb als ein Endprodukt anzusehen sei. Eine Klärung dieses 
Phänomens ist an dieser Stelle nicht möglich. Ergebnisse 
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Abb.  3.25: Quantitative Bestimmung der Sphingolipidmengen in supprimierten  lag1D Ddgt1D D-Zellen. 
Wildtyp, lag1Ddgt1D, lag1Ddgt1D mit Überexpression von YPC1 (lag1Ddgt1D YPC1) oder  YDC1 (lag1Ddgt1D 
YDC1)  wurden über Nacht in 1 ml YPD inkl. 100 µCi [
32P]-Phosphat bis zur späten exponentiellen Phase 
angezogen, die Lipide extrahiert, hydrolysiert und nach Entsalzung äquivalent Mengen mittels DC (LMB) 
aufgetrennt. Die Chromatogramme wurden erst autoradiographisch visualisiert (DC) und anschließend mit Hilfe 
eines Phosphoimagers ausgewertet. Die relativen Werte sind als Querbalken dargestellt. IPC-III und IPC-IV 
wurden als IPC zusammengefaßt. 
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3.3.3.  Der Einbau von exogenem DHS in Ceramid ist unabhängig 
von Ypc1p und Ydc1p 
Angesichts der partiellen Revertierung des Lipidbiosynthesedefekts in  lag1Ddgt1D 
durch die Überexpression von YPC1 und YDC1 stellte sich die Frage, ob der fehlende Einbau 
von exogenem DHS in Ceramid im gleichen Maß wiederhergestellt wurde. Zu diesem Zweck 
wurden die Zellen über Nacht mit [
3H]-DHS inkubiert, die Lipide extrahiert und nach 
Hydrolyse mittels DC analysiert (Abb. 3.26). 
 
 
 
Abb.  3.26: Der Einbau von exogenen DHS in Ceramid ist abhängig von der Präsenz von 
LAG1 und  DGT1 aber unabhängig von Ypc1p und Ydc1p.  Wildtyp (WT; Spur 1),  lag1Ddgt1D 
(DD; Spur 2),  lag1Ddgt1D mit Überexpression von  YPC1 ( DD  YPC1) oder  YDC1 ( DD  YDC1) 
wurden über Nacht mit [
3H]-Dihydosphingosin markiert und die Lipide extrahiert. Nach milder, 
alkalischer Hydrolyse und Entsalzung wurden äquivalente Mengen an Lipidextrakten auf HPTLC-
Platten aufgetragen, in LMB aufgetrennt und mittels Fluorographie visualisiert. Zwei bisher 
unbeschriebene Lipide sind als X1 und X2 bezeichnet. Ergebnisse 
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lag1Ddgt1D-Zellen, welche  YPC1  und YDC1 überexpremieren, lassen minimale 
Tendenzen einer Erhöhung des Einbaus exogenen DHS in komplexe Sphingolipide erkennen. 
Im Vergleich zu den tatsächlichen Mengen an synthetisierten Sphingolipiden (Abb. 3.25) sind 
die hier erkennbaren Mengen aber zu vernachlässigen. Es kann demnach die Folgerung 
gezogen werden, daß der Einbau von exogenem DHS in Ceramid direkt von der Präsenz von 
Lag1p und Dgt1p abhängig ist und die Überexpression von  YPC1  und YDC1 dies nicht 
auszugleichen vermag. 
 
3.3.4.  Die zusätzliche Deletion von YPC1 und YDC1 in lag1D Ddgt1D D-
Zellen inhibiert die Sphingolipidsynthese komplett 
Ungefähr zu diesem Zeitpunkt, Ende 1999, veröffentlichte die Arbeitsgruppe um Lina 
Obeid zwei Kommentare i n der Hefedatenbank (http://genome-
www.stanford.edu/saccharomyces), denen zufolge YPC1 für eine Phytoceramidase und YDC1 
für eine Dihydroceramidase kodieren sollen. Eine genaue Charakterisierung der Genprodukte 
folgte in den Veröffentlichungen  Mao et al., 2000a und  Mao et al., 2000b. Überaus 
interessant erscheint, daß  YPC1 in einem Ansatz isoliert wurde, der ursprünglich auf die 
Identifikation der CerS ausgerichtet war. So war es den Autoren möglich, den 
Wachstumsdefekt von Wildtypzellen unter dem Einfluß des CerS-Inhibitors FB1 durch 
Überexpression von YPC1 partiell zu revertieren. Entsprechendes trifft auch auf YDC1 zu, 
wenngleich in einem vergleichsweise geringeren Ausmaß.  In vitro-Analysen zeigten 
schließlich, daß dieses Phänomen in einer reversen, FB1-resistenten Aktivität der 
Ceramidasen begründet liegt. Die Ceramidasen können demnach den FB1-induzierten Mangel 
an Ceramid durch deren ceramidsynthetisierende Aktivität zum Teil ausgleichen. Ergebnisse 
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Es drängte sich somit die Frage nach einer möglichen Beteiligung von Ypc1p und 
Ydc1p an der restlichen, ceramidsynthetisierenden Aktivität in lag1Ddgt1D-Zellen auf. Um 
dies zu beantworten, wurde ein Stamm, welcher neben der lag1Ddgt1D-Doppeldeletion die 
zusätzliche Deletion von YPC1 und YDC1 trug, über Nacht in der Gegenwart von [
32P]-P 
inkubiert in der Sphingolipidanteil im Vergleich zum Wildtyp analysiert (Abb. 3.27). 
 
 
 
Abb.  3.27: Quantitative Bestimmung der Sphingolipidmengen in  lag1D Ddgt1D Dypc1D Dydc1D D-Zellen.  Wildtyp 
und  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D  wurden über Nacht in 1 ml YPD inkl. 100 µCi [
32P]-Phosphat bis zur späten 
exponentiellen Phase angezogen, die Lipide extrahiert, hydrolysiert und nach Entsalzung äquivalent Mengen 
mittels DC (LMB) aufgetrennt. Die Chromatogramme wurden erst autoradiographisch visualisiert (DC) und 
anschließend mit Hilfe eines Phosphoimagers ausgewertet. Die relativen Werte sind als Querbalken dargestellt. 
IPC-III und IPC-IV wurden als IPC zusammengefaßt. Die prominenten Banden im Extrakt der Vierfachmutante 
entsprechen den uncharakterisierten Lipiden X1 und X2. 
 
Es stellte sich heraus, daß in  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen die Mengen 
inositolhaltiger Sphingolipide unterhalb eines detektierbaren Niveaus liegen. Anstelle dessen 
sind X1 und X2, welche auch in der  lag1Ddgt1D-Doppelmutante vorkommen, die 
prominentesten Banden. Dies bedeutet aber gleichzeitig, daß das vorhandene Ceramid in Ergebnisse 
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lag1Ddgt1D durch die reverse Aktion der Ceramidasen synthetisiert wird und bescheinigt 
somit Lag1p und Dgt1p eine essentielle Funktion in der CerS-Reaktion. 
 
3.3.5.  Ceramid ist für das Überleben der Zellen bei erhöhten 
Temperaturen oder nach Hitzeschock essentiell 
Ceramid steuert als Sekundärbotenstoff einige zentrale Funktionen sowohl in Hefe- als 
auch in Säugerzellen (siehe Einleitung). Insbesondere in  S. cerevisiae wurde die 
Sphingolipidsynthese im Zusammenhang mit der hitzeinduzierten Stressantwort untersucht. 
Es zeigte sich, daß eine Erhöhung der Umgebungstemperatur auf 39 °C einen transienten 
Anstieg von Sphingoidbasen bewirkt, gefolgt von einer stabilen Erhöhung des 
Ceramidniveaus ( Jenkins et al., 1997; Wells et al., 1998). Darüberhinaus gab es 
Untersuchungen, denen zufolge Sphingoidbasen-Phosphate ebenfalls an der Regulation der 
Stressantwort beteiligt seien ( Mandala et al., 1998a; Skrzypek et al., 1999). Da ein 
konstitutiver Block der CerS auf der Genomebene bis dato nicht möglich war, konnte eine 
Beteiligung von Ceramid in hitzeinduzierten Stressantwort nicht eindeutig geklärt werden. 
Mit der Isolierung eines ceramidreduzierten ( lag1Ddgt1D) und eines 
ceramiddefizienten Stammes ( lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D) war nun die Möglichkeit zur 
Beantwortung dieser offenen Frage gegeben. Die Vorarbeiten zu dieser Dissertation zeigten, 
daß lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen in Flüssigmedium mit einer Teilungsrate ähnlich der der 
lag1Ddgt1D-Zellen wachsen, jedoch eine Bildung von Einzelkolonien auf Agarplatten stark 
eingeschränkt ist. Um einen unmittelbaren Vergleich des temperaturabhängigen Wachstums 
von Wildtyp-,  lag1Ddgt1D- und  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen zu e rhalten, wurden die 
ensprechenden Stämme auf YPD-Agarplatten ausgestrichen und bei RT oder 37 °C inkubiert Ergebnisse 
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(Abb.  3.28). Bis auf ein höhere Teilungsrate bei 37 °C zeigt der Wildtyp keine 
offensichtlichen Unterschiede in Abhängigkeit der gewählten Umgebungstemperatur. Bei 24 
°C wachsen beide Deletionsstämme mit einer zum Wildtyp vergleichsweise stark verringerten 
Teilungsrate. Wie bereits erwähnt, zeigt lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D im Vergleich zu lag1Ddgt1D 
darüberhinaus eine eingeschränkte Fähigkeit zur Bildung von Einzelkolonien. Bei 37 °C 
hingegen ist das Wachstum von  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen komplett inhibiert, das der 
Doppelmutante entspricht erstaunlicherweise dem der Vierfachmutante bei 24 °C, da 
lag1Ddgt1D-Zellen unter diesen Bedingungen zur Bildung von Einzelkolonien ebenfalls nicht 
mehr befähigt waren. 
 
 
 
Abb.  3.28: Temperaturabhängiges Wachstum vom Wildtyp-,  lag1D Ddgt1D D- und  lag1D Ddgt1D Dypc1D Dydc1D D-
Zellen.  Wildtyp (1),  lag1Ddgt1D (2) und  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D (3) wurden auf YPD-Agarplatten 
ausgestrichen und bei 24 °C oder 37 °C für 2-5 Tage inkubiert. Ergebnisse 
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Zur Analyse der Lebensfähigkeit der Zellen nach Hitzeschock wurden Flüssigkulturen 
aller drei Stämme für 15 min bei 42 °C inkubiert, kurz auf Eis abgekühlt und schließlich auf 
YPD-Agarplatten ausplattiert. Nach drei bis sechs Tagen Inkubation bei RT wurde die 
Kolonienzahl bestimmt und im Vergleich zur Negativkontrolle ausgewertet (Abb. 3.29). 
 
 
 
Abb.  3.29: Überlebensrate von Hefezellen nach Hitzeschock.  Wildtyp- (Reihe 1 und 
2), lag1Ddgt1D- (Reihe 3 und 4) und lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen (Reihe 5 und 6) 
wurden von einer frisch inkubierten YPD-Agarplatte in 1 ml YPD-Medium 
resuspendiert (ca. 5  · 10
4 Zellen) und auf zwei Aliquots aufgeteilt. Die Kulturen 
wurden für 15 min bei RT (ungeschockt; Reihe 1, 3 und 5) oder bei 42 °C (geschockt; 
Reihe 2, 4  und 6) inkubiert, zwei min auf Eis abgekühlt und schließlich auf YPD-
Agarplatten ausplattiert. Nach zwei bis sechs Tagen Inkubation bei RT wurde die 
Zellzahl bestimmt und die der ungeschockten Zellen auf 100 % festgelegt. 
 
Geschockte Wildtypzellen wiesen s owohl in der Zahl der Kolonien als auch im 
Wachstum keinerlei nennenswerte Unterschiede zu der ungeschockten Kontrolle auf. Die 
Doppelmutante hingegen zeigte sich extrem sensitiv gegenüber dem kurzen Hitzeschock, da 
die Überlebensfähigkeit der geschockten Zellen im Vergleich zu dem der ungeschockten auf 
ca. 15 % reduziert war. Hefezellen mit der  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Vierfachdeletion 
wuchsen nach dieser Prozedur nicht mehr, evtl. aufgrund des zweiminütigen Kälteschocks. Diskussion 
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4.   DISKUSSION 
4.1.  Lag1p und Dgt1p: Essentielle Bestandteile der CerS 
Die wichtigste Erkenntnis in der vorliegenden Dissertation ist die Identifikation von 
Lag1p und Dgt1p als redundante und essentielle Bestandteile der CerS-Reaktion. Diese 
Folgerung basiert auf einer Reihe von Beobachtungen (siehe auch Abb. 4.1). 
 
 
 
Abb.  4.1: Die  de novo-Synthese von Ceramid in Hefe.  Das Schema illustriert eine Zusammenfassung aller 
bekannten Daten zur de novo-Synthese von Ceramid. Die Kondensation von Serin und Palmitat führt nach einem 
anschließenden Reduktionsschritt zu DHS (1). DHS oder dessen hydroxylierte Form PHS (2) dienen beide als 
Substrat für die CerS-Reaktion (3), in welcher sie mit Hilfe einer CoA-aktivierten, sehr langen Fettsäure zu 
DHCer bzw. PHCer N-acyliert werden. Dieser Schritt benötigt die ER-Membranproteine Lag1p und Dgt1p und 
ist in lag1Ddgt1D-Zellen komplett inhibiert. Die N-Acylbindung von DHCer bzw. PHCer kann unter Katalyse 
der Ceramidasen Ydc1p (4) bzw. Ypc1p (5) gespalten werden. Unter Bedingungen, welche einen Block der CerS 
entweder durch FB1 oder die  lag1Ddgt1D-Deletion bewirken, sind beide Ceramidasen zur 
ceramidsynthetisierenden Umkehrreaktion befähigt (gekennzeichnet durch gestrichelte Pfeile). Nach dessen 
Fertigstellung wird Ceramid schließlich zum Golgi Apparat transportiert, wo es seine polaren Kopfgruppen 
erhält. Diskussion 
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Erstens besitzen Hefezellen mit der lag1Ddgt1D-Doppeldeletion bedeutend geringere 
Mengen komplexer Sphingolipide, ein Phänotyp, welcher durch die Anwesenheit von 
plasmidkodiertem LAG1 oder DGT1 komplett revertiert wird. Der Grund für den apparenten 
Biosynthesedefekt liegt in einem Block der CerS-Reaktion begründet. Diese Aussage wurde 
in  in vivo- und  in vitro-Analysen unter Zuhilfenahme verschiedener radioaktiv markierter 
Sphingolipidvorstufen bewiesen. Zweitens sind lag1Ddgt1D-Zellen resistent gegenüber dem 
effizienten CerS-Inhibitor FB1. Darüberhinaus gleichen hydrolysierte Lipidextrakte aus FB1-
behandelten Wildtypzellen denen aus lag1Ddgt1D-Zellen. Drittens: Die Überexpression der 
ceramidasekodierenden Gene YPC1 und YDC1 vermag sowohl den Wachstums- als auch den 
Sphingolipiddefekt des  lag1Ddgt1D-Doppeldeletionsstammes partiell zu revertieren. Diese 
Entdeckung entspricht der Beobachtung, daß die Überproduktion der Ceramidasen Ypc1p und 
Ydc1p Wildtypzellen eine gewisse Resistenz gegenüber einem FB1-induzierten 
Wachstumsdefekt verleihen (Mao et al., 2000a; Mao et al., 2000b). Die Ceramidasen sind 
somit fähig, eine Inhibierung der CerS durch ihre reverse, ceramidsynthetisierende und FB1-
resistente Katalyse zu supprimieren. Viertens fehlen die restlichen Sphingolipide in 
lag1Ddgt1D komplett, wenn die Zellen die zusätzlichen Deletionen ypc1 und ydc1 besitzen. 
Die ceramidsynthetisierende Aktivität in Abwesenheit von LAG1 und DGT1 wird deshalb 
auschließlich von den Ceramidasen bereitgestellt und belegt so das vollständige Fehlen der 
CerS-Aktivität in  lag1Ddgt1D-Zellen. Dies gibt somit Lag1p und Dgt1p eine essentielle 
Bedeutung von für die CerS-Reaktion. Diskussion 
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4.2.  Mögliche Funktionen für Lag1p und Dgt1p 
4.2.1.  Sind Lag1p und Dgt1p katalytisch aktiv? 
Obwohl Lag1p und Dgt1p für die CerS essentiell sind, bewirkt deren Überproduktion 
im Wildtyp oder in ceramidasedefizienten Zellen keine Zunahme der Ceramid- oder 
Sphingolipidlevel. Diese Beobachtung läßt im ersten Moment eine katalytische Aktivität für 
Lag1p und Dgt1p unwahrscheinlich erscheinen. Unterstützt wird diese Annahme vor allem 
durch die Tatsache, daß die Überproduktion der Ceramidase Ypc1p entsprechend der äußeren 
Bedingungen sowohl die lytische als auch synthetische Aktivität in angereicherten 
Mikrosomen erhöht ( Mao et al., 2000a). Bei näherer Betrachtung kann trotzdem eine 
katalytische Funktion für Lag1p und Dgt1p nicht ausgeschlossen werden. Falls die CerS aus 
mehreren Untereinheiten besteht, könnte die Überexpression nur einer dieser Einheiten, z.B. 
LAG1 und DGT1, für eine Zunahme der Aktivität nicht ausreichen. In Übereinstimmung mit 
dieser Idee fanden  Shimeno et al. (1998) im Fall der CerS aus Rinderleber, daß die 
katalytische Aktivität nach partieller Proteinfraktionierung mit einem Proteinkomplex von 
240-260 kDa assoziiert ist. Darüberhinaus wurde in der vorliegenden Dissertation anhand von 
Koimmunopräzipitation gezeigt, daß Lag1p und Dgt1p in der Membran des ER interagieren. 
Die Vermutung liegt deshalb nahe, daß sie evtl. im Zusammenschluß mit anderen Proteinen 
als heteromerer Komplex vorliegen. 
 
4.2.2.  Regulieren Lag1p und Dgt1p die CerS-Aktivität? 
Eine weitere Erklärung für die fehlende Zunahme der CerS-Aktivität in Korrelation 
mit der Überexpression von LAG1 und DGT1 könnte sein, daß die kodierten Proteine keine Diskussion 
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katalytischen, sondern  vielmehr enzymregulierende Einheiten darstellen und katalytischer  
Einheiten bedürfen. Andere Schritte der Sphingolipidbiosynthese benötigen beispielsweise 
mehr als ein Protein. Der SPT-Komplex, welcher die Kondensation von Serin und Palmitat zu 
KDHS katalysiert, besteht aus den drei molekular assoziierten Proteinen Lcb1p, Lcb2p und 
Tsc3p (Gable et al., 2000; Hanada et al., 2000). Lcb2p scheint eine katalytisch aktive Einheit 
zu sein, da es die Bindestelle für Pyridoxalphosphat besitzt (Nagiec et al., 1994; Zhao et al., 
1994). Ebenso ist Lcb1p für die katalytische Aktivität von nöten (Zanolari et al., 2000). Im 
Gegensatz dazu reduziert die Deletion von TSC3 zum einen die SPT-Aktivität und senkt zum 
anderen die Konzentration der Substratinhibierung der SPT-Reaktion (Gable et al., 2000). Es 
liegt deshalb nahe, daß Tsc3p in der Substratbindung involviert ist oder als regulatorische 
Einheit fungiert und auf diese Art und Weise für optimale SPT-Aktivität benötigt wird. 
Aufgrund der bedeutenden Eigenschaft von Ceramid als Signalmolekül wird die  in vivo-
Synthese dieses ungewöhnlichen Lipids höchstwarscheinlich streng kontrolliert. Es erscheint 
deshalb plausibel, daß die CerS, wie der SPT-Komplex, über regulatorische Einheiten verfügt. 
 
4.2.3.  Wirken Lag1p und Dgt1p substrataktivierend? 
Interessanterweise werden in lag1Ddgt1D zwar endogen synthetisierte Sphingoidbasen 
zu Ceramid konvertiert, exogenem [
3H]-DHS ist diese Metabolisierung jedoch größtenteils 
versagt. Einen ähnlichen Effekt verursacht die Deletion der Phosphatase Lcb3p. Die Kinasen 
Lcb4p und Lcb5p (Nagiec et al., 1998) phosphorylieren DHS/PHS nach der Aufnahme, was 
eine anschließende Dephosphorylierung mittels Lcb3p oder Ysr3p (Mao et al., 1997; Qie et 
al., 1997; Zanolari et al., 2000) erfordert, damit exogenes DHS letztlich als Substrat für die 
CerS bereitsteht oder zu PHS konvertiert werden kann. Die Lipidanalysen des lag1Ddgt1D-Diskussion 
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Stammes bewiesen jedoch eindeutig, daß sowohl Phosphorylierung als auch 
Dephosphorylierung in Abwesenheit von  LAG1  und  DGT1 unbeeinträchtigt sind, da die 
Zellen exogenes DHS zu PHS konvertieren. Es läßt sich deshalb im Fall der lag1Ddgt1D-
Doppelmutante folgern, daß die Inhibierung der Inkorporation von exogenem DHS in 
Ceramid nach der Dephosphorylierung von DHS-1-P stattfindet. Bisher wird angenommen, 
daß nach der Dephosphorylierung und vor dem Einbau in Ceramid keine weitere 
Metabolisierung von Sphingoidbasen stattfindet. Vielleicht binden Lag1p und Dgt1p 
Sphingoidbasen, um sie zu aktivieren und der CerS zugänglich zu machen. Exogene 
Sphingoidbasen wären in der Abwesenheit von LAG1 und DGT1 gegenüber einem Verlust 
dieser aktivierenden Funktion sensitiver als endogene, da sie zuerst korrekt in die Membran 
inseriert werden müssen, bevor sie als Substrat für weitere Biosyntheseschritte zur Verfügung 
stehen. Interessanterweise besitzen alle Proteine der LAG-Familie ein hochkonserviertes 
Motiv in der vierten TMD. Dieses Motiv umfasst neben zwei Histidinresten im Grenzbereich 
der TMD zwei hydrophile Serin- bzw. Serin/Threoninreste innerhalb der hydrophoben 
Schicht. Ein ähnlich positionierter Histidinrest in Aur1p, ein essentieller Bestandteil der 
IPCerS, wird als bedeutend in der Substratbindung erachtet (Heidler und Radding, 1995). 
Analog wäre es denkbar, daß die Serin- bzw. Serin/Threoninreste an der Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen mit der(den) Hydroxygruppe(n) der Sphingoidbasen in der 
Membran beteiligt sind. Diskussion 
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4.3.  Ceramid und der Transport GPI-verankerter Proteine 
Wie in der Einleitung bereits erwähnt wurde, stellen GPI-verankerte Proteine eine 
eigene Klasse von Membranproteinen dar. Als Besonderheit besitzen sie keine klassischen 
TMD, sondern werden mit Hilfe eines charakteristischen Lipidankers mit der Membran 
assoziiert. Die Biosynthese dieses Ankers findet komplett im ER statt, nach dessen 
Fertigstellung das Vorläuferprotein mit dem Anker in einer ER-assozierten 
Transamidasereaktion verknüpft wird. Das fertige GPI-verankerte Protein wird danach 
vesikulär zum Golgi transportiert. Speziell dieser anterograde Transport benötigt zu seiner 
Effizienz einerseits eine funktionsfähige retrograde Transportmaschinerie ( Sütterlin et al., 
1997). In diesem Zusammenhang wird der Rücktransport und somit die Wiederbereitstellung 
eines GPI-spezifischen Transportfaktors für den anterograden Transport vermutet. Ähnliche 
Transportfaktoren wurden bereits für andere Proteine identifiziert (Schimmoeller et al., 1995; 
Belden und Barlowe, 1996; Kuehn et al., 1996; Kuehn et al., 1998; Gilstring et al., 1999; 
Muniz et al., 2000). Andererseits ist der ER-Golgi-Transport GPI-verankerter Proteine von 
der Sphingolipidbiosynthese abhängig. Eine temperatursensitive Mutante oder toxininhibierte 
Form der SPT resultiert in einer stark herabgesetzten Transportrate speziell dieser 
Membranproteine (Horvath et al., 1994; Sütterlin et al., 1997). Es war bisher allerdings nicht 
klar, ob sich das Fehlen der Sphingoidbasen oder das von Ceramid für diesen Effekt 
verantwortlich zeichnet. 
Darüberhinaus existiert eine weitere Verbindung von Ceramid und GPI-verankerten 
Proteinen. Der GPI-Anker baut ursprünglich auf PI auf, also einem Glycerolipid. Nach der 
Verankerung mit dem Protein werden manche, aber nicht alle, DAG-Reste gegen ein Ceramid 
ausgetauscht (Conzelmann et al., 1992; Sipos et al., 1994). Dieser Austausch kann sowohl im Diskussion 
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ER als auch im Golgi stattfinden (Reggiori et al., 1997; Sipos et al., 1997). Obwohl die 
eigentliche Austauschreaktion der der IPCerS sehr ähnlich ist, wird sie auf einem anderen, 
allerdings bisher unbekannten Weg bewerkstelligt (Reggiori und Conzelmann, 1998). Da die 
entsprechenden Gene für diesen Prozess bisher nicht identifiziert wurden, gibt es keine Daten 
hinsichtlich einer möglichen Abhängigkeit des Transports GPI-verankerter Proteine und der 
Ankermodifikation. Spekulationen schließen eine derartige Verbindung nicht aus. 
Die Analysen in dieser Arbeit beleuchten das Verhältnis von Sphingolipiden und GPI-
verankerten Proteinen ein wenig näher. Es muß einerseits die Tatsache in Betracht gezogen 
werden, daß der Block der SPT und jener der CerS den Transport GPI-verankerter Proteine in 
unterschiedlichen Ausmaß beeinflussen. Während die Inhibierung der SPT diesen Transport 
beinahe komplett stoppt, bewirkt die  lag1Ddgt1D-Deletion nur eine Halbierung der 
Transportrate. Es sind demnach Sphingoidbasen, nicht aber Ceramid, für den Transport 
essentiell. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, daß Sphingoidbasen und Ceramid, trotz 
ihrer biosynthetischen Verwandtschaft, die Transporteffizienz GPI-verankerter Proteine auch 
ursächlich andersartig beeinflussen. Falls DHS/PHS ihre essentielle Bedeutung beispielsweise 
in Form von spezifischen Faltungshelfern oder Vermittlern der Vesikelformierung auspielten, 
könnte Ceramid die Transporteffizienz durch die Ausbildung von Mikrodomänen verstärken 
(Bagnat et al., 2000; siehe auch Abb. 4.2), getrieben durch van-der-Waals-Kräfte entlang der 
C26-Acylketten (Schroeder et al., 1994).  
Gas1p, verantwortlich für den Aufbau der Zellwand (Nuoffer et al., 1991; Popolo und 
Vai, 1999), und Yap3p, eine Aspartatprotease (Ash et al., 1995), sind GPI-verankerte Proteine 
aus S. cerevisiae. Der ER-Golgi-Transport beider Proteine ist in Abwesenheit von LAG1 und 
DGT1 verlangsamt, allerdings wird Gas1p stärker retardiert als Yap3p (Barz und Walter, 
1999). Analysen des Lipidankers zeigten, daß Gas1p einen DAG-basierten GPI-Anker besitzt Diskussion 
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und nicht Substrat für die Austauschreaktion gegen Ceramid ist. Dies bedeutet, daß das 
Fehlen von Ceramid in lag1Ddgt1D-Zellen die Retardierung dieses GPI-verankerten Proteins 
nicht über einen Defekt in der Austauschreaktion begründet. Vielmehr scheint, unter 
Berücksichtigung aller Daten, eine uneffiziente Sortierung GPI-verankerter Proteine in 
Ermangelung der Ausbildung ceramidreicher Mikrodomänen stattzufinden. 
 
 
 
Abb. 4.2:Modell der ceramidvermittelten Sortierung GPI-verankerter Proteine in COPII-Vesikel. Die 
Synthese von Ceramid und GPI-verankerten Proteinen erfolgt im ER. In Wildtypzellen wechselwirkt der 
langkettige und gesättigte Lipidanker des Proteins mit dem Ceramid und führt so zu  einer Ausbildung von 
Mikrodomänen in der Membran des ER. Diese Agglomeration bewirkt eine effektive Sortierung GPI-verankerter 
Proteine in COPII-Transportvesikel und in Folge deren Transport zum Golgi Apparat. Die  lag1Ddgt1D-
Doppeldeletion inhibiert die Synthese von Ceramid via der CerS. Aufgrund dessen kommt es nicht zu einer 
Ausbildung von Protein-Lipid-Mikrodomänen, was sich in einer ineffektiven Sortierung und Transport GPI-
verankerter Proteine auswirkt. Diskussion 
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4.4.  Ceramid und Hitzestress 
Sphingolipide stehen in vielerlei Hinsicht mit zellulärer Stresstoleranz in Verbindung. 
Speziell im Zusammenhang mit der hitzeinduzierten Stressantwort gibt es in Hefe eine Reihe 
von Untersuchungen (Jenkins et al., 1997; Mandala et al., 1998a; Wells et al., 1998; Skrzypek 
et al., 1999), denen zufolge Sphingoidbasen und vor allem deren phosphorylierte Formen an 
der Hitzeresistenz beteiligt sind, wenngleich Ceramid eine mögliche Teilnahme an dieser 
Funktion nicht abgesprochen werden konnte. Die Ergebnisse in der vorliegenden Dissertation 
weisen nun eindeutig auf eine wichtige Rolle von Ceramid in der Hitzestressbewältigung hin. 
Zur Erklärung dieses Phänomens können im wesentlichen zwei Theorien herangezogen 
werden. 
Die erste Theorie gründet auf der Eigenschaft von Ceramid als Sekundärbotenstoff. 
Ein wichtiger Faktor zur Bewältigung von Hitzestress ist in Hefe die Akkumulation von 
Trehalose (Parrou et al., 1997). Das Gen TPS2, welches für ein Enzym in der 
Trehalosebiosynthese kodiert, kann auf der Transkriptionsebene mittels Hitze aktiviert 
werden ( De Virgilio et al., 1993; Gounalaki und Thireos, 1994; Sur et al., 1994). 
Interessanterweise induziert die Behandlung von Zellen mit DHS ebenfalls eine 
Transsriptionsaktivierung von TPS2 mit einer Effizienz von 133 % im Vergleich zu Hitze 
(Dickson et al., 1997a). Diese Induktion ist spezifisch, da  HSP104 als ein weiteres 
hitzeinduzierbares Gen ( Lindquist und Kim, 1996) von DHS in vernachlässigbarer Weise 
beeinflußt wurde. Die Eigenschaft von DHS als zellbiologisches Mimikry von Hitze ist mit 
der Hypothese konsistent, welche DHS, PHS oder Ceramid eine Rolle in der hitzeinduzierten 
Signaltransduktion zuschreibt (Dickson, 1998; Wells et al., 1998). Diskussion 
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Im Unterschied zu einer möglichen Signalwirkung könnte Ceramid auch als 
Grundbaustein von Sphingolipiden im Hitzestress von Nöten sein. Aufgrund ihres höheren 
Schmelzpunktes grenzen sich Sphingolipide zum einen in der Plasmamembran lateral von 
Glykolipiden ab (siehe Kap. 2.3.1) und verleihen darüberhinaus der Membran eine gewisse 
Festigkeit. Bei höheren Temperaturen könnte eben diesem Effekt eine große Bedeutung für 
die Zelle innewohnen. Es ist deshalb denkbar, daß es der Plasmamembran bei Ceramidmangel 
und Hitze an der nötigen Integrität fehlt, was zu einer reduzierten Lebensfähigkeit der Zellen 
führen könnte. Interessanterweise zeigten die Analysen in der vorliegenden Dissertation einen 
Zusammenhang zwischen der Verfügbarkeit von Ceramid und der Fähigkeit der Zellen zur 
Bildung von Einzelkolonien in Abhängigkeit der Temperatur auf. Möglicherweise 
stabilisieren sich Zellen im Verbund auf eine Art und Weise, die den Mangel an Ceramid 
unter Hitzeeinfluss supprimiert. 
Vor kurzem brachten Chung  et al. (2000) Sphingolipide in einen neuen und sehr 
bedeutenden zellulären Zusammenhang. Sie zeigten, daß vornehmlich PHS während 
Hitzeschock die ubiquitinabhängige Proteolyse via des 26S-Proteasoms induziert. Andere 
Sphingolipide, wie auch das Ceramidanalogon C2-Ceramid, hatten keinen oder weitaus 
geringeren Einfluß auf die Proteindegradation. Es ist allerdings zu bedenken, daß sich C2-
Ceramid vom natürlich vorkommenden Ceramid vor allem in seiner geringeren 
Hydrophobizität deutlich unterscheidet und deshalb als ebenbürtiges Substitut fragwürdig ist. 
Neben einer Reihe weiterer Stressstimuli aktiviert Hitze die Transkription von UBI4, eines 
Gens, welches für das Ubiquitinvorläuferprotein Ubi4p kodiert. Erstaunlicherweise steht 
Ubi4p in den Studien von Chung  et al. (2000) in keinerlei nennenswerter Verbindung zu 
PHS-vermittelten Proteolyse. Anders ist die Beobachtung, daß die Überexpression von UBI4 
sowohl den temperatursensitiven Phänotyp der lcb1-100 Mutante als auch, erst vor kurzen Diskussion 
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gefunden, den der konstitutiven lag1Ddgt1D-Doppeldeletion supprimiert (H. Riezman, pers. 
Mitteilung). Ceramid könnte demnach ebenfalls als Sekundärbotenstoff an der 
ubiquitinvermittelten Hitzestressantwort beteiligt sein. 
 
4.5.  Ist Ceramid essentiell ? 
Ceramid ist von immenser Bedeutung in der Signaltransduktion von Säugerzellen 
(siehe Einleitung). Dennoch war die Frage in der obigen Überschrift bisher nicht eindeutig zu 
beantworten, da in Ermangelung des Wissens um CerS-kodierende Gene kein konstitutiver 
Block der Ceramidsynthese installiert werden konnte. Als einzige Möglichkeit, die 
Biosynthese dieses Lipids zu inhibieren, bot sich der Einsatz einer Reihe von CerS-
Inhibitoren wie FB1 oder Australifungin. Diese Naturstoffe hatten aber den Nachteil, daß sie 
pleiotrope und auch ceramidunabhängige Effekte hervorriefen (Jenkins et al., 2000). In der 
vorliegenden Dissertation wurde nun ein Hefestamm identifiziert, welcher aufgrund der 
Deletionen der Gene LAG1, DGT1, YPC1 und YDC1 Defekte in allen bekannten de novo-
Synthesewegen von Ceramid aufweist. Umfassende Analysen des Vierfachdeletionsstammes 
lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D ergaben, daß die Zellen lebensfähig waren, obwohl sie offensichtlich 
über keine detektierbaren Mengen an Ceramid oder Sphingolipiden verfügten. Dies erschien 
im ersten Moment äußerst sonderbar, da der gängigen Meinung nach Sphingolipide als 
essentiell erachtet werden (Übersicht in  Daum et al., 1998; Dickson, 1998; Dickson und 
Lester, 1999b; Dickson und Lester, 1999a). In einem einzigen bekannten Fall können Zellen 
mit einer Deletion des LCB1-Gens überleben, indem sie eine weitere Punktmutation im Gen 
SLC1 tragen ( Dickson et al., 1990; Nagiec et al., 1993).  SLC1 kodiert für eine  sn2-
Fettsäureacyltransferase (Zou et al., 1997). Vermutlich erlaubt es die Punktmutation slc1-1 Diskussion 
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dem modofizierten Protein, DAG mit C26-Fettsäuren in der sn2-Position zu synthetisieren. 
Als Folge davon wurden in der ensprechenden Mutante Lipide identifiziert, welche 
Sphingolipiden strukturell ähneln, d.h. DAG-C26 anstelle Ceramid besitzen (Lester et al., 
1993), und deshalb vermutlich einige der essentiellen Funktionen von Sphingolipiden 
übernehmen können. Ähnlich dem supprimierten  lcb1-Stamm besitzen 
lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Zellen zwei ungewöhnliche Lipide X1 und X2, welche im Wildtyp 
nicht oder nur in sehr viel geringeren Mengen vorkommen. Diese Lipide sind alkalistabil und 
werden von Inositol, Serin, Palmitat, DHS, Phosphat aber nicht Mannose markiert, eine 
Tatsache, die sie zwar von denen aus  slc1-1-Zellen deutlich unterscheidet, eine 
supprimierende Funktion für den Ceramiddefizit aber nicht ausschließt. 
Will man aufgrund der hier präsentierten Ergebnisse eine essentielle Bedeutung von 
Ceramid in Frage stellen, so sollte man bedenken, daß der  lag1Ddgt1D- oder der daraus 
entstandene  lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-Deletionsstamm möglicherweise eine unidentifizierte 
Suppressormutation besitzt, die den Zellen ein Überleben ohne Ceramid erlaubt. Es gibt zwei 
Hinweise, die eine derartige Idee fördern. Zum einen existieren lag1Ddgt1D-basierte Stämme, 
welche zusätzliche, synthetisch letale Punktmutationen besitzten (pers. Mitteilung Wolfgang 
Barz). Hefegenetische Methoden bewiesen, daß die zusätzlichen Mutationen aller Stämme auf 
ein und derselben Komplementationsgruppe liegen. Obwohl das mutierte Gen bisher nicht 
identifiziert wurde, wäre es denkbar, daß es in Analogie zu der  slc1-1-Mutation einen 
Ceramiddefekt ausgleicht. Einen weitereren Hinweis liefert die Arbeitsgruppe um Michal 
Jazwinski, welche Lag1p als erstes im Zusammenhang mit der Zellalterung beschrieben 
haben ( D'Mello et al., 1994). Sie zeigten, daß die  lag1D-  und  dgt1D(lac1D)-Deletionen 
synthetisch letal sind und ein lag1Ddgt1D-Stamm somit nicht lebensfähig war (Jiang et al., Diskussion 
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1998). Im Unterschied zu den Analysen in der vorliegenden Dissertation verwendeten 
Jazwinski und Mitarbeiter einen anderen Wildtyp als Basis, eine mögliche Erklärung für den 
unterschiedlichen Phänotyp. 
Generell muß bedacht werden, wenngleich lag1Ddgt1D- und lag1Ddgt1Dypc1Dydc1D-
Zellen unter Laborbedingungen lebensfähig sind, daß sie dieses aufgrund ihrer stark 
reduzierten Stressresistenz in der natürlichen Umgebung vermutlich nicht wären. Das gilt im 
besonderen Maße für Säugerzellen, welche aufgrund ihres höheren Anpassungsgrades 
empfindlicher gegenüber äußeren Einflüssen sind. Die in der letzten Überschrift provokant 
gestellte Frage, ob Ceramid biologisch essentiell sei, kann unter Berücksichtigung all dieser 
Aspekte eindeutig mit ja beantwortet werden. So gesehen liefert die vorliegende Arbeit einen 
wichtigen Beitrag zur Klärung dieses biologischen Sachverhalts. 
 Material und Methoden 
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5.   MATERIAL UND METHODEN 
5.1.  Material 
5.1.1.  Chemikalien und Enzyme 
Falls nicht anderweitig ausgewiesen, wurden alle Chemikalien in p.a.-Qualität von den 
Firmen Sigma (Deisenhofen, BRD), Merck (Darmstadt, BRD) oder ICN (Eschwege, BRD) 
bezogen. Enzyme stammten von den Firmen La Roche (Mannheim, BRD) oder New England 
Biolabs (Beverly, CA, USA). 
 
5.1.2.  Radioisotope 
[
32P]-P (10 mCi/ml in H2O), [
3H]-Ino (1 mCi/ml in H2O), [
14C]-Ser (1 mCi/ml in H2O) 
und [
3H]-PA (1 mCi/ml in Ethanol) stammten von Amersham (Uppsala, Schweden), [
3H]-
DHS (1 mCi/ml in Ethanol) wurde von BioTrend Chemikalien (Köln, BRD) bezogen. 
 
5.1.3.  Puffer 
 
10-fach 
ATPregS 
20 mM HEPES/KOH pH 6,8, 250 mM Sorbitol, 150 mM KCH3COO, 5 mM 
Mg(CH3COO)2, 10 mM ATP, 400 mM Kreatinphosphokreatin, 2 mg/ml 
Kreatinphosphokinase 
BP  120 mM Tris, 3,5 % SDS [w/v], 14 % Glycerin [v/v], 8 mM EDTA, 120 
mM DTT 
CM  Chloroform/Methanol 1/1 [v/v] Material und Methoden 
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CMW  Chloroform/Methanol/H2O 10/10/3 [v/v/v] 
DP  5 % TCA 
ES  Ethanol/H2O/Diethylether/Pyridin 15/15/5/1 [v/v/v/v] 
ESN  Ethanol/H2O/Diethylether/Pyridin/NH4OH 15/15/5/1/0,018 [v/v/v/v/v] 
FSE  Hexan/Diethylether 1/1 [v/v] 
LMA  Chloroform/Methanol/0.25 % KCl 55/45/10 [v/v/v] 
LMB  Chloroform/Methanol/4,2 N NH4 9/7/2 [v/v/v] 
LMC  Chloroform/Essigsäure 9/1 [v/v] 
P1  50 mM NaCl, 10 mM NaN3 
P2  100 mM Tris/SO4 pH9,4, 10 mM DTT, 10 mM NaN3 
P3  25 mM HEPES/KOH pH 7,5, 1,4 M Sorbitol, 5 mM MgCl2, 10 mM DTT, 10 
mM NaN3 
P4  25 mM HEPES/KOH pH 7,5, 1,9 M Sorbitol, 5 mM MgCl2, 10 mM NaN3 
P5  10 mM HEPES/KOH pH 7.5, 200 mM Sorbitol, 150 mM KCH3COO, 5 mM 
MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 µg/ml Leupeptin, 1 µg/ml Pepstatin A 
P6  10 mM HEPES/KOH pH 7.5, 200 mM Sorbitol, 150 mM KCH3COO, 5 mM 
MgCl2, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin [v/v], 1 mM PMSF, 1 µg/ml Leupeptin, 
1 µg/ml Pepstatin A 
P7  100 mM Tris/SO4 pH9,4, 10 mM DTT 
P8  10 mM Tris/HCl pH 7,4, 0,7 M Sorbitol, 1,5 % Pepton [w/v], 0,75 % 
Hefeextrakt [w/v], 0,5 % Glukose [w/v] 
P9  20 mM HEPES/KOH pH 7,4, 0,8 M Saccharose, 1,5 % Ficoll 400 [w/v] 
P10  20 mM HEPES/KOH pH 7,4, 100 mM Sorbitol, 50 mM KCH3COO, 2 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 µg/ml Leupeptin, 1 µg/ml Pepstatin A 
P11  20 mM HEPES/KOH pH 6,8, 250 mM Sorbitol, 150 mM KCH3COO, 5 mM 
Mg(CH3COO)2, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 1 mM PMSF, 1 µg/ml Leupeptin, 
1 µg/ml Pepstatin A 
PIPLCP  50 mM Tris/HCl pH7,5, 1 mM EDTA, 20 % Propanol 
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PLATE  10 mM Tris/HCl pH7,5, 4,5 % PEG 4000, 100 mM LiCH3COO, 1 mM 
EDTA 
Poinceaulsg.  0,2 % Poinceau, 5 % CH3COOH 
TCAL  20 mM Tris/HCl pH 8, 50 mM NH4CH3COO, 2 mM EDTA, 10 % TCA 
TCAR  100 mM Tris, 3 mM DTT, 3 % SDS 
Towbinpuffer  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 25 % Methanol 
 
5.1.4.  Kultivierungsmedien 
10-fach YNB (Hefestickstoffbasis mit Vitaminen und Spurenelementen) 
7 % Hefestickstoffbasis (Difco, Detroit, MI, USA) wurden in H 20 gelöst und sterilfiltriert. 
YNB ohne Inositol wurde entsprechend der Vorschrift von  Culbertson und Henry  (1975) 
zusammengestellt und sterilfiltriert.  
 
10-fach DS (Supplementelösung) 
0,6 g Adeninsulfat, 0,3 g Uracilhydrochlorid, 0,8 g Tryptophan, 0,6 g Histidinhydrochlorid, 
0,2 g Argininhydrochlorid, 0,2 g Methionin, 0,3 g Tyrosin, 0,8 g Leucin, 0,3 g Isoleucin, 0,3 g 
Lysinhydrochlorid, 0,5 g Phenylalanin, 1 g Glutaminsäure, 1 g Asparaginsäure, 1,5 g Valin, 2 
g Threonin und 2 g Serin wurden in 1 l H2O gelöst, auf pH 7,5 eingestellt und sterilfiltriert. 
Für die Herstellung von selektiven Medien wurden die ensprechenden Supplemente 
weggelassen. 
 
25-fach Glukoselösung 
500 g Glukose wurden in 1 l H 2O bei ca. 50 °C unter Rühren gelöst und anschließend 
sterilfiltriert. Material und Methoden 
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10-fach Galaktoselösung 
200 g Galaktose wurden in 1 l H 2O bei ca. 50 °C unter Rühren gelöst und anschließend 
sterilfiltriert. 
 
YPD-Medium 
2 % Glukose, 2 % Pepton und 1 % Hefeextrakt wurden zusammen autoklaviert. 
 
YPD-Agarplatten 
2 % Glukose, 2 % Pepton, 1 % Hefeextrakt und 2 % Agar-Agar wurden zusammen 
autoklaviert, auf ca. 70 °C abgekühlt und mit je 0,005 % Trp und Ade supplementiert. 
 
SC-Medium  
Zu 760 ml sterilem H2O in einer 1000 ml Schottflasche wurden sterile 100 ml 10-fach YNB, 
100 ml 10-fach DS und 40 ml 25-fach Glukoselösung gegeben. 
 
SG-Medium  
Zu 700 ml sterilem H2O in einer 1000 ml Schottflasche wurden sterile 100 ml 10-fach YNB, 
100 ml 10-fach DS und 100 ml 10-fach Galaktoselösung gegeben. 
 
LB-Medium 
1 % Trypton, 1 % NaCl und 0,5 % Hefeextrakt wurden zusammen autoklaviert. Für LB-
Agarplatten wurde zusätzlich 1,5 % Agar-Agar zugegeben, die Lösung nach dem Material und Methoden 
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Autoklavieren auf ca. 70 °C abgekühlt und im Bedarfsfall mit 100 mg/l Ampicillin und 20 
mg/l Kanamycin supplementiert. 
5.1.5.  Verwendete Stämme 
Verwendete S. cerevisiae-Stämme: 
Name  Genotyp  Referenz 
W303-1A  MATa ade2-1 his3-11 leu2-3,-112 trp1-1 ura3-1 can1-100  Deshaies und Schekman, 1990 
W303-1B  MATa ade2-1 his3-11 leu2-3,-112 trp1-1 ura3-1 can1-100  Deshaies und Schekman, 1990 
WBY286  W303-1A dgt1D::ADE2  Barz und Walter, 1999 
WBY616  W303-1B dgt1D::ADE2 lag1D::HIS3  Barz und Walter, 1999 
WBY743  W303-1A dgt1D::ADE2 lag1D::HIS3 [pWB96]  Barz und Walter, 1999 
WBY777  W303-1B dgt1D::ADE2 lag1D::HIS3 [pWB98]  Barz und Walter, 1999 
WBY783  W303-1B dgt1D::ADE2 lag1D::HIS3 [pWB783]  W. Barz 
WBY824  W303-1A dgt1D::ADE2 lag1D::HIS3 [pWB824]  W. Barz 
WBY822  WBY616 ypc1D::LEU2 ydc1D::TRP1  W. Barz 
STY2.1  WBY286 [pWB94]  diese Arbeit 
STY18  WBY616 [pWB96, pWB98]  diese Arbeit 
STY23  W303-1A [pSTS30]  diese Arbeit 
STY25  W303-1A [pSTS30b]  diese Arbeit 
STY18  WBY616 [pWB96, pWB98]  diese Arbeit 
STY100  WBY616 [pRW12]  diese Arbeit 
STY101  WBY616 [pRW13]  diese Arbeit 
STY102  WBY616 [pRW14]  diese Arbeit 
STY103  WBY616 [pWB94]  diese Arbeit 
STY104  WBY616 [pRS314]  diese Arbeit 
STY105  W303-1B [pRS314]  diese Arbeit Material und Methoden 
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5.1.6.  Verwendete Plasmide 
 
Name  Bemerkungen  Referenz 
pESCURA  2µ URA3; zwei mcs mit Sequenzen für c-myc- und flag-Epitop 
unter Kontrolle von GAL1/10 
Stratagene, La Jolla, CA, USA 
pRS314  CEN6 ARSH4 TRP1  Sikorski und Hieter (1989) 
pWB94  CEN6 ARSH4 TRP1 DGT1-HA  Barz und Walter (1999) 
pWB96  CEN6 ARSH4 TRP1 DGT1  Barz und Walter (1999) 
pWB98  CEN6 ARSH4 URA3 LAG1  Barz und Walter (1999) 
pWB783  2µ LEU2 YPC1  W. Barz 
pWB824  2µ LEU2 YDC1  W. Barz 
pRW12  CEN6 ARSH4 TRP1 5’-deletiertes DGT1-HA  diese Arbeit 
pRW13  CEN6 ARSH4 TRP1 3’-deletiertes DGT1-HA  diese Arbeit 
pRW14  CEN6 ARSH4 TRP1 DGT1-HA(K419L;K420Q)  diese Arbeit 
pSTS30a  pESCURA LAG1-MYC  diese Arbeit 
pSTS30b  pESCURA DGT1-FLAG  diese Arbeit 
pSTS30  pESCURA LAG1-MYC DGT1-FLAG  diese Arbeit 
 
Verwendete E. coli-Stämme: 
Name  Genotyp  Referenz 
DH5-a  F
- endA1 hsdR17 (rk
-, mk
+) supE44 thi-1 l
- recA1 gyrA96 
relA1 f80d lacZDM15 D(lacZYA-argF9) U169 
Gibco BRL, Gaithersburg, 
MD, USA 
Top10F’  F’  mcrA  D(mrr-hsdRMS-mcrBC)  f80lacZX74  deoR 
recA1  araD139 D(ara,leu)7697  galU  galK  rspL 
(streptomycinr) endA1 nupG 
Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA Material und Methoden 
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5.1.7.  Verwendete Oligonukleotide 
 
Name  Sequenz 
ON 1  5‘-CTCGAGATGACATCAGCTACGGACAAATC-3‘ 
ON 2  5‘-GCTAGCTTATTCACACTTTTCCTTAGATTCTTC-3‘ 
ON 3  5‘-AGATCTCGACAATAAAGCCAAGCCCTTC-3‘ 
ON 4  5‘-TTAATTAATCAAATATCCTTTTTCGTTGGAGTAC-3‘ 
ON 5  5‘-ACATATGATGTTCCAGATTACGCTAGTTACCGTCATGCCTGGATAG-3‘ 
ON 6  5‘-GATTGGCAGTCCCATTTTAGTG-3‘ 
ON 7  5‘-TACCGTCATGCCTGGATAGCTC-3‘ 
ON 8  5‘-CAAATATCCTTTTTGAGAATACCTCTCCATAGAATCC-3‘ 
ON 9  5‘-GGAGAGGTATTCTCAAAAAGGATATTTGAAGGAAAACGG-3‘ 
ON 10  5‘-TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG-3‘ 
ON 11  5‘-CAAATATCCTGCAGCGTTGGAGTACTGTCAGTTGGAG-3‘ 
ON 12  5‘-GTACTCCAACGCTGCAGGATATTTGAAGGAAAACGGTG-3‘ 
 
 
5.1.8.  Verwendete Antikörper 
Primäre monoklonale Antikörper 
Anti-HA-IgG 16B12 (BabCo, Richemond, CA, USA) 
Anti-MYC-IgG 9E10 (BabCo, Richemond, CA, USA) 
Anti-FLAG-IgG M2 (Stratagene, La Jolla, CA, USA) Material und Methoden 
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Primäre polyklonale Antikörper 
Anti-Emp24p-pk (Howard Riezman, Biozentrum of the University of Basel, Basel, 
CH) 
Anti-Sec61p-pk  (Peter Walter, University of California Medical School, San 
Francisco, CA, USA) 
Anti-Kar2p-pk  (Peter Walter, University of California Medical School, San 
Francisco, CA, USA) 
 
Sekundäre POD-gekoppelte Antikörper 
Anti-Maus-IgG aus Ziege (Sigma, Deisenhofen, BRD) 
Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (Sigma, Deisenhofen, BRD) 
 
5.2.  Mikrobiologische Methoden 
5.2.1.  Kultivierung und Anzucht von S. cerevisiae 
Zur Konservierung von Hefestämmen wurden ca. 100 OD600ml Zelläquivalente in 1 
ml sterilem 30 % Glycerin resuspendiert und bei -80 °C gelagert. Zur zwischenzeitlichen 
Lagerung bei 4 °C wurden die Stämme alle zwei Wochen auf Agarplatten ausgestrichen und 
2-3 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Anzucht in Flüssigkulturen erfolgte gewöhnlich bei 30 °C 
und 150 upm in Erlenmeyerglaskolben, welche zu einem Fünftel ihres Fassungsvermögens 
mit Medium gefüllt waren. Zur k onstitutiven Expression von Genen unter dem  GAL1/10 
wurden die Zellen in SG-Medium angezogen. Die Zellernte wurde in Abhängigkeit des 
Volumens mit 1000 g für 5-10 min durchgeführt. Material und Methoden 
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5.2.2.  Transformation von S. cerevisiae 
Im Zuge dieser Dissertation waren keine hocheffizienten Transformationsmethoden 
nötig. Um Plasmide in Hefezellen zu transformieren, wurden ca. 20 OD600ml von einer frisch 
inkubierten Agarplatte in ein steriles Reaktionsgefäß überführt, 100 µg Träger-DNA sowie 1 
µg Plasmid-DNA hinzugefügt und der A nsatz in 500 µl PLATE resuspendiert. Der 
Transformationsansatz wurde anschließend 4 -20 h bei RT inkubiert und 50-100 µl nach 
kurzem Durchmischen auf selektive SC-Agarplatten ausplattiert. 
 
5.2.3.  Radioaktive in vivo-Pulsmarkierung von S. cerevisiae  
Pulsmarkierung mit [
3H]-INO (Puoti et al., 1991) 
Exponentiell wachsende Zellen wurden zwei mal in SC-Medium ohne Inositol 
gewaschen, 3 OD600ml in 600 µl Medium in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß resuspendiert, und 
bei 37 °C für 15 min präinkubiert. Zur Markierung wurden 20 µCi [
3H]-INO hinzugefügt und 
die Kultur für weitere 20 min inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Zugabe von 620 µl 
YPD-Medium inkl. 80 µg/ml Inositol und eine weitere Inkubation für 60 min. Die Reaktion 
wurde mit je 10 mM NaN3 und NaF auf Eis gestoppt und die Zellen zwei mal mit kaltem H2O 
inkl. 10 mM NaN3 und NaF gewaschen. 
 
Pulsmarkierung mit [
3H]-DHS und [
3H]-PA 
Exponentiell wachsende Zellen wurden zwei mal in SC-Medium gewaschen 1 
OD600ml in 1 ml SC-Medium in einem sterilen 15 ml Glasröhrchen resuspendiert. Im 
Bedarfsfall wurden die Zellen vor der Markierung mit 100 µM FB1 (Calbiochem, Bad Soden, 
BRD) und/oder 20 µg Myriocin für 2 h bei 30 °C und 230 upm präinkubiert. Anschließend Material und Methoden 
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wurden 2 µCi [
3H]-DHS oder 5 µCi [
3H]-PA hinzugefügt und die Zellen für die angegebene 
Dauer weiterinkubiert.  
 
5.2.4.  Radioaktive in vivo-Langzeitmarkierung von S. cerevisiae  
Exponentiell wachsende Zellen wurden in 5 ml Medium inkl. der entsprechend 
markierten Sonde auf eine OD600 von 0,1 eingestellt und ÜN bei 30 °C kultiviert. Vor der 
Zellernte wurde die OD600 einer 1:20 Verdünnung der Kultur gemessen. Die 
Markierungsbedingungen waren folgende: 50 µCi [
3H]-INO in SC-Medium ohne Inositol, 50 
µCi [
3H]-PA in SC-Medium, 5 µCi [
14C]-Serin in SC-Medium ohne Serin, 10 µCi [
3H]-DHS 
in SC-Medium, 500 µCi [
32P]-P in YPD. 
 
5.2.5.  Standardmethoden zum Arbeiten mit E. coli 
Kultivierung, Anzucht und Transformation von  E. coli erfolgte nach den 
standardisierten Methoden von Sambrook et al. (1989). 
 
5.3.  Molekularbiologische Methoden 
5.3.1.  Enzymatische Modifikation von DNA 
Restriktionsspaltung 
Die Restriktionsspaltung von DNA erfolgte in einem Volumen von 15-200 µl unter 
den von New England Biolabs bzw. La Roche angegebenen Bedingungen. Um 1 µg DNA zu 
spalten wurde 1-20 U Restriktionsendonuklease eingesetzt. Material und Methoden 
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Ligation 
Für einen Ligationsansatz von 10 µl wurden etwa 200 µg DNA eingesetzt. Sollte ein 
Vektor mit einem DNA-Fragment ligiert werden, wurde ein molares Verhältnis von Vektor zu 
Fragment von 1:3 bis 1:10 eingesetzt. 
 
Dephosphorylierung von DNA 
Die Dephosphorylierung der Phosphatgruppen am 5’-Ende von linearer Vektor-DNA 
verhindert die Religation. Die Phosphatase aus Kälberdarm wurde gemäß dem Protokoll des 
Herstellers eingesetzt. Die Entfernung des Enzyms nach der Reaktion erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese mit nachfolgender Elution des Vektorfragments aus der Agarose. 
 
5.3.2.  Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte über horizontale Agarose-
Gelelektrophorese. Die dafür verwendeten Gele enthielten je nach Größe der aufzutrennenden 
Fragmente 0,7-1,5 %  Agarose [w/v] in TAE-Puffer. Die Proben wurden vor dem Auftragen 
auf das Gel mit DNA-Probenpuffer gemischt. Die Elektrophorese wurde in TAE-Puffer bei 
70-200 mA durchgeführt. Die DNA-Fragmente wurden durch Inkubieren des Geles für 
30 min in Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml in TAE-Puffer) gefärbt und mit einem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht. Die Größe der Fragmente wurde über den Vergleich mit 
einem DNA-Längenstandard bestimmt. 
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5.3.3.  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Um DNA-Fragmente aus Agarosegelen zu isolieren wurden die Gelblöcke, die die mit 
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemachten Banden enthielten, ausgeschnitten und 
unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) entsprechend den Angaben des 
Herstellers isoliert. 
 
5.3.4.  Polymerasekettenreaktion 
Diese Methode wurde benutzt um DNA-Fragmente spezifisch zu amplifizieren. Die 
Reaktion wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers mit TaKaRa LA Taq
TM DNA-
Polymerase (TaKaRa Biomedicals, Tokyo, Japan) in einem GeneAmp PCR System 9700 (PE 
Applied Biosystems, Norwalk, CT) durchgeführt. Die Zyklusprogrammierung war wie folgt: 
 
  30 Zyklen  1 Zyklus 
  Denaturierung  Anlagerung  Amplifikation  Elongation 
Temperatur:  95 °C  60 °C  72 °C  72 °C 
Dauer:  20 sec  20 sec  60 sec/kBp  7 min 
 
Alle zur Klonierung gedachten PCR-Produkte wurden anschließend entsprechend den 
Anweisungen des Herstellers in den pCR2.1-Klonierungsvektor mit Hilfe des TOPO TA 
Cloning Kit (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA) kloniert und in  E. coli transformiert. Um 
bestimmte DNA-Fragmente in  E. coli nachzuweisen, wurden komplette Zellen (ca. 1 
mittelgroße Kolonie von der Agarplatte) direkt in den PCR-Ansatz eingesetzt. Der PCR-Material und Methoden 
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Reaktion wurde hierfür ein einmaliger Denaturierungsschritt bei 95 °C für 5  min 
vorgeschaltet und die Zyklusanzahl auf 35 erhöht. 
 
5.3.5.  DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung wurde mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977) 
durchgeführt. Dabei wurden basenspezifisch fluoreszenzmarkierte Dideoxynukleotide 
verwendet (PRISM Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied 
Biosystems, Weiterstadt). Die Detektion und Auswertung der Signale erfolgte an einem 
DNA-Sequenzer. Ein Gesamtansatz von 14 µl enthielt 0,5 µg Plasmid-DNA, 5 nmol ON und 
3 µl Reaktionsfertigmix. Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem Thermocycler wie folgt 
durchgeführt: 
 
  30 Zyklen 
  Denaturierung  Anlagerung/Amplifikation 
Temperatur:  95 °C  60 °C 
Dauer:  20 sec  4 min 
 
Nach der Sequenzierungsreaktion wurden der Ansatz über MicroSpin G-50 Säulen 
gereinigt. Dazu wurden die geöffneten Säulen bei 2000 g für 1 min zentrifugiert und das Eluat 
verworfen. Anschließend wurde der Sequenzierungsansatz aufgetragen und wiederum 1 min 
bei 2000 g zentrifugiert. Das Eluat wurde nachfolgend in e inem Speed Vac Concentrator 
getrocknet. Der Ansatz wurde anschließend nach den Protokollen des Herstellers am DNA Material und Methoden 
109 
Sequenzer analysiert und mit dem Programm “Sequence Navigator” (ABI, Weiterstadt, BRD) 
ausgewertet. 
 
5.3.6.  Plasmidisolierung aus E. coli-Stämmen 
5 ml einer ÜN-Kultur von  E. coli-Zellen wurden 10 min bei 7000 g pelletiert. Um 
Plasmide hoher Reinheit zu isolieren, wurden der QIAprep Spin Miniprep Kit und der 
QIAGEN Plasmid Midi Kit nach den Protokollen des Herstellers verwendet. 
 
5.3.7.  Klonierung von pSTS30 und Derivaten 
LAG1 wurde mittels PCR und den ON 1 und 2 aus pWB98 amplifiziert und in pCR2.1 
kloniert. Das XhoI/NheI-Fragment aus pCR2.1 inkl. LAG1 wurde ausgeschnitten und in den 
ensprechend geöffneten pESCURA kloniert, um somit pSTS30a zu generieren. DGT1 wurde 
mittels PCR und den ON 3 und 4 aus pWB96 amplifiziert und in pCR2.1 kloniert. 
Anschließend wurde DGT1 mit Hilfe von BglII und PacI ausgeschnitten und in pSTS30a bzw. 
pESCURA kloniert. Dies führte zu den Plasmiden pSTS30 bzw. pSTS30b. Die Klonierung von 
LAG1 und DGT1 in pESCURA versah die kodierten Proteine mit einem N-terminalen c-myc- 
bzw. flag-Epitop. 
  
5.3.8.  Klonierung von pRW12, pRW13 und pRW14 
Die 5’-Deletion von DGT1-HA wurde durch Amplifikation eines 630 bp Fragments 
240 bp stromabwärts des Startkodons von DGT1 aus pWB94 mit den ON 5 und 6 erreicht. 
Nach Klonierung in pCR2.1 wurde das verkürzte NdeI-Fragment dazu benutzt, das originale Material und Methoden 
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NdeI-Fragment aus pWB94 zu ersetzen und somit pRW12 zu formieren. Um die 3’-Deletion 
von  DGT1-HA zu erhalten, wurden die partiell überlappenden PCR-Produkte aus den 
Reaktionen pWB94 mit ON 7 und 8 sowie pWB94 mit ON 9 und 10 direkt in eine dritte PCR-
Reaktion mit ON 7 und 10 eingesetzt. Das Amplifikat aus der dritten Reaktion wurde zuerst 
in pCR2.1 kloniert, um anschließend mit AgeI und XhoI wieder ausgeschnitten und in den 
ensprechen verdauten pWB94 kloniert zu werden. Das neue Plasmid wurde pRW13 benannt. 
Eine ähnliche Strategie fand zur Mutation der zwei Lysine K419 und K420 des Dilysinmotivs 
von Dgt1p-Ha zu Leucin und Glutamin Anwendung. Die Produkte der PCR mit pWB94 als 
Vorlage und ON 7 und 11 sowie 10 und 12 wurden direkt in eine dritte Reaktion mit ON 7 
und 10 eingesetzt. Der pCR2.1 Vektor mit der Sequenz für das mutierte Dilysinmotiv wurde 
schließlich mit den Enzymen AgeI und XhoI verdaut und die Originalsequenz aus pWB94 
damit ersetzt. Dies führte zum Plasmid pRW14. 
 
5.4.  Proteinchemische Methoden 
5.4.1.  Gewinnung von Lysaten aus S. cerevisiae 
3 OD600ml Hefezellen wurden in 500 µl TCAL resuspendiert, ca. zur Hälfte mit 
Glasperlen (0,45 mm Durchmesser) aufgefüllt und zwei mal für 1 min auf höchster Stufe 
gevortext. Der ÜS wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, die Glasperlen mit 200 µl 
TCAL gewaschen und der Ansatz nach Vereinigung der ÜS bei 14000 g und 4 °C für 10 min 
pelletiert. Nach vollständiger Abnahme des TCA-haltigen ÜS wurde das Pellet in 50 µl 
TCAR resuspendiert. 
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5.4.2.  Bestimmung der Proteinkonzentration in Lösungen 
Zur Bestimmung des Proteingehalts in freien Lösungen als auch in resuspendierten 
Membranfraktionen fand das kommerziell erhältliche BCA-Reagenzset der Firma Pierce (IL, 
USA) Verwendung. Die Vorgehensweise erfolgte entsprechend den Anweisungen des 
Herstellers. 
 
5.4.3.  SDS-PAGE von Proteinen 
Die Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE erfolgte modifiziert nach Laemmli 
(1970). Die Proben wurden zur Vorbereitung in BP resuspendiert (1 OD600ml Hefezelllysat in 
50 µl; 50 µg Protein in 10 µl) und für 20 min bei 60 °C denaturiert. Das Gießen der Gele 
(0,75 mm oder 1,5 mm Schichtdicke) wurde in einer SDS-Gel-Gießkammer (Mighty Small 
Multiple Gel Caster; Höfer) durchgeführt. Nach dem Gießen des Trenngels wurde die 
Flüssigkeit mit Isopropanol überschichtet, um eine gleichförmige Oberfläche zu erhalten. 
Nach 1  h wurde das Isopropanol abgegossen, das Trenngel mit Sammelgel-Lösung 
überschichtet und die Kämme für die späteren Probentaschen eingesetzt. Zur Herstellung der 
Gele wurde eine Acrylamid/Bisacrylamid-Fertiglösung (Protogel) verwendet. Die 
Durchführung der SDS-Gelektrophorese erfolgte in einer SE 250 Mighty Small II 
Laufkammer, in die die gegossenen Gele eingesetzt wurden. Die Kammer wurde mit SDS-
Laufpuffer gefüllt und gewöhnlich 10 µl Probe in je eine Probentasche gefüllt. Die 
Elektrophorese fand bei konstant 15-20 mA pro Gel unter Wasserkühlung statt. 
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5.4.4.  Western-Blot 
Für den Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf 
Nitrocellulosemembranen (Protran Porengröße 0,2 µm, Schleicher und Schüll, Dassel, BRD) 
nach dem Naßblotverfahren wurden ein Transfertank der Firma Höfer verwendet. Der 
Zusammenbau des Blotkäfigs und der Transfer erfolgte ensprechend den Angaben des 
Herstellers. Zur transienten Visualisierung der Proteine wurde die Membran für 2 min mit 
frischer Poinceaulösung unter Schwenken inkubiert und anschließend mit destilliertem H20 
gewaschen. Die rötlich gefärbten Marker banden wurden mit einem weichen Bleistift 
nachgezogen. 
 
5.4.5.  Immunologische Detektion mittels Chemolumineszenz 
Die immunologische Detektion spezifischer Proteinbanden auf 
Nitrocellulosemembranen erfolgte mit Hilfe des „BM Chemoluminescence Blotting Substrate 
(POD)“ (La Roche, Mannheim, BRD) enstprechend den Anweisungen des Herstellers. Die 
Antikörperverdünnungen waren wie folgt: anti-HA-IgG 1:1000, anti-MYC-IgG, 1:1000, anti-
FLAG-IgG 1:1000, anti-Sec61p-pk 1:1000, anti-Emp24p-pk 1:4000, anti-Kar2p-pk 1:5000, 
POD-gekoppelter anti-Maus-IgG 1:2000, POD-gekoppelter anti-Kaninchen-IgG 1:2000. 
 
5.4.6.  Solubilisierung von Membranproteinen 
Alle Reaktion geschahen bei 4 °C. Mikrosomale Fraktionen in P6 wurden auf eine 
Konzentration von 2 mg/ml eingestellt und durch Pipettieren homogenisiert. Anschließend 
wurde ein äquivalentes Volumen von doppelt konzentriertem Detergenz in P6 hinzugefügt, im Material und Methoden 
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Potter-Elvehjem Homogenisator durchmischt und der Ansatz für 30 min im Überkopfschüttler 
inkubiert. Die Abtrennung von unlöslichem Material erfolgte durch Zentrifugation in einer 
Beckmann (Fullerton, CA, USA) TLA100 Tischzentrifuge und einem TLA100.3 Rotor mit 
100000 g für 30 min. 
 
5.4.7.  Native Immunpräzipitation solubilisierter Membranproteine 
Generell geschahen alle Reaktion bei 4 °C, die Inkubationen erfolgten im 
Überkopfschüttler und die ÜS wurden von der Sepharose durch Zentrifugation mit 500 g für 
30 sec abgetrennt. Zur Vorbereitung wurde die lyophylisierte ProtA-S (Pharmacia, Freiburg, 
BRD) ÜN in P6 zur Quellung eingeweicht, am nächsten Tag drei mal mit P6 gewaschen und 
im Volumenverhältnis 1:1 mit P6 inkl. des für die Solubilisierung verwendeten Detergenz 
(P6D) aufgefüllt. Gewöhnlich wurden 150 µl des solubilisierten ÜS aus Kap. 5.4.6 für einen 
Ansatz zur nativen Immunpräzipitationen verwendet. Um unspezifische Bindungen zu 
vermeiden, wurde der Ansatz mit 40 µl ProtA-S für 30 min vorinkubiert und der ÜS in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Diesem wurden 4 -6 µg Antikörper hinzugefügt und der 
Ansatz 30 min inkubiert. Anschließend folgte die Zugabe von 40 µl ProtA-S und eine weitere 
Inkubation für 90 min. Nach dieser Zeit wurde der ÜS abgenommen und das Pellet vier mal 
mit P6D gewaschen. Während des vierten Waschschrittes erfolgte die Überführung des 
Pellets in ein neues Reaktionsgefäß, wo es schließlich in 50 µl BP aufgenommen und für 
SDS-PAGE vorbereitet wurde. 
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5.5.  Lipidanalytische Methoden 
5.5.1.  Lipidextraktion nach Hanson und Lester (1980) 
Diese Methode diente zur quantitativen Extraktion von Phospholipiden aus Hefezellen 
und wurde standardmäßig angewendet. 30 OD600ml Zellen wurden geerntet, in 1 ml kaltem 
DP resuspendiert und für 60 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz in ein 
teflonbeschichtetes, verschraubbare Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt und die Zellen zwei 
mal mit H2O gewaschen. Die Extraktion erfolgte in zwei Durchgängen in je 300 µl ESN bei 
60 °C für 15 min. Die ÜS wurden in einem neuen Reaktionsgefäß vereint und entweder in der 
SpeedVac getrocknet oder direkt entsprechend Kap. 5.5.4 weiterverarbeitet. 
 
5.5.2.  Lipidextraktion nach Puoti et al. (1991) 
Anders als die im vorhergehenden Kapitel beschriebene Methode diente die nach 
Puoti  et al.  (1991) durchgeführte Lipidextraktion der Analyse von Lipidsyntheseraten zu 
definierten Zeitpunkten. Die Zellen wurden hierfür in 500 µl CMW resuspendiert, der Ansatz 
mit 500 mg Glasperlen (0,45 mm Durchmesser) aufgefüllt und in vier Durchgängen für je 30 
sec gevortext. Der ÜS wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, die Glasperlen mit 300 µl 
CMW gewaschen und die ÜS nach Vereinigung in der SpeedVac getrocknet. 
 
5.5.3.  Lipidmodifikation mit PIPLC 
Die getrockneten Lipide (ensprechend dem Extrakt von ca. 1 OD600ml Zellen) wurden 
in 50 µl PIPLCP resuspendiert und mit 0,05 IU PIPLC für 2 h bei 30 °C verdaut. Die Lipide Material und Methoden 
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wurden anschließend mittels butanolischer Partionierung (siehe Kap. 5.5.5) extrahiert. 
 
5.5.4.  Milde alkalische Hydrolyse von Lipiden 
Zur Spaltung der Fettsäureacylester von DAG-basierten Lipiden (Becker und Lester, 
1980) wurden die getrockneten Lipide in 250 µl ES resuspendiert und mit 250 µl 0,2 N 
methanolischer KOH verdünnt. Nach 60 min Inkubation bei RT wurde der Ansatz mit 50 µl 1 
N Essigsäure neutralisiert und in der SpeedVac getrocknet. 
 
5.5.5.  Entsalzung von Lipidextrakten 
Restliche Proteine und Salze in Lipidextrakten wurden mittels butanolischer 
Partitionierung entfernt (Krakow et al., 1986). Die getrockneten Lipide wurden hierfür in 150 
µl Butanol (gesättigt mit H2O) resuspendiert und eine Phasentrennung durch Zugabe von 75 
µl H2O erreicht. Nach kräftigem Durchmischen wurde der Ansatz kurz abzentrifugiert und die 
obere organische Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die untere wässrige Phase 
wurde mit 75 µl Butanol (gesättigt mit H2O) reextrahiert, die organischen Phasen vereint und 
der Ansatz in der SpeedVac getrocknet. 
 
5.5.6.  Liposomenpräparation 
Die Lipide oder Fettsäuren wurden wurden in den gewünschten Mengen in CM  
vollständig gelöst und in der SpeedVac eingedampft. Der Lipidfilm wurde in aufsteigenden 
Volumina mit der Pipette resuspendiert und anschließend durch je fünf alternierende 2 min Material und Methoden 
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Behandlungen im Ultraschallbad und motorbetriebenen Potter-Elvehjem Homogenisator 
homogenisiert. 
 
5.5.7.  DC von Lipiden 
Gewöhnlich wurden 5 -15 µl Lipidextrakte, welche in CMW gelöst waren, auf 
HPTLC-Aluminiumplatten (10  · 10 cm Kieselgel 60; Merck, Darmstadt, BRD) in einem 
Abstand von 1,5 cm vom unteren Rand und 1 cm zwischen den Auftragspunkten aufgetragen. 
Die Auftrennung der Extrakte erfolgte in Glaskammern, welche mit Filterpapier 
ausgeschlagen und 120 min zuvor mit dem Laufmittel äquilibriert wurden. Als Laufmittel 
dienten LMA (Puoti et al., 1991), LMB (Becker und Lester, 1980) oder LMC (Morell und 
Radin, 1970). Wenn die Laufmittelfront ca. 2 mm unterhalb der oberen Plattenkante erreicht 
hatte, wurde der Lauf gestoppt und die Platte an der Luft getrocknet. 
 
5.5.8.  Visualisierung von Lipiden 
Die Identifizierung von Lipiden auf DC-Platten erfolgte mit Hilfe authentischer 
Standards, welche mit der Probe oder als externe Markerspur aufgetragen wurden. 
 
Kupferschwärzung 
Die DC-Platten wurden mit einer Lösung aus 10 % CuSO4·5H2O und 8 % H 3PO4 
besprüht, kurz an der Luft getrocknet und anschließend 20-30 min bei 160 °C entwickelt. Alle 
Lipide verkohlten nach dieser Methode und waren als schwarze Banden sichtbar. 
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Orcinfärbung 
Diese Methode diente der spezifischen Färbung von Glykolipiden. Die DC-Platten 
wurden hierfür zuerst mit einer 2 % [w/v] ethanolischen Orcinlösung besprüht, kurz an der 
Luft getrocknet und anschließend mit wenig 75 % H2SO4 besprüht. Die Entwicklung erfolgte 
für 10 min bei 100 °C. Glykolipide erschienen als rote bis violette Banden. 
 
Fluorographie 
Die Visualisierung [
3H]- oder [
14C]-markierter Lipide erfolgte mittels EN
3HANCE 
(NEN Life Science Products, Boston, MA, USA), welches nach der Chromatographie direkt 
auf die Platten gesprüht wurde. Die so behandelten DC-Platten wurden anschließend XOMAT 
Röntgenfilmen (Kodak) für 2-6 Tage bei –80 °C exponiert.  
 
Phosphoimager 
Zur Quantifizierung [
32P]-P-markierter Lipide wurde die DC-Platte einer 
Detektionsplatte im Dunkeln bei RT für ca. 60 min exponiert. Die Auswertung erfolgte mit 
Hilfe eines FLA2000 Phosphoimagers (Fuji Photo Film, Tokyo, J) und der Herstellersoftware. 
 
5.5.9.  Fettsäureanalytik 
Die Präparation von Fettsäuremethylestern aus Hefezellen geschah im wesentlichen 
nach der Methode von (Oh et al., 1997). 100 OD600ml Zellen wurden in der exponentiellen 
Phase geerntet und zwei mal in H2O gewaschen. Das Zellpellet wurde anschließend in 20 ml 
3 N methanolischer HCl resuspendiert, in einen 100 ml Glasrundkolben überführt und für 20 
h unter Rückflußkühlung gekocht. Die Extraktion der Fettsäuremethylester aus der Lösung Material und Methoden 
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erfolgte in vier Durchgängen mit je 5 ml FSE. Die vereinigten ÜS wurden anschließend durch 
Zugabe von H20freiem NaSO4 entwässert und in einem Rotationsverdampfer getrocknet. Die 
Extrakte wurden schließlich zur Analyse in FSE in einem Verhältnis von 1 % [w/v] 
resuspendiert. Die Analyse und Quantifizierung der Methylester erfolgte mittels kombinierter 
GC/MS in einem Finnigan MAT 95 doppelt fokusierenden Massenspektrometer, welcher mit 
einer EI Ionenquelle bei 70 eV ausgestattet war. Die Probentrennung geschah a uf einem 
Varian GC 3400 Gaschromatographen mit einer DB-5ms Silikakapillarsäule (30 m  · 0,25 
mm, 0,1 µm Schichtdicke) und Helium als Trägergas. Jeweils 0,2-0,4 µl Probenvolumen 
wurden bei konstant 300 °C injiziert. Das Temperaturprogramm war 2 min isothermisch 200 
°C, gefolgt von einem linearen Anstieg mit 5 K/min auf 300 °C und schließlich 10 min 
isothermisch 300 °C.  
 
5.6.  Supramolekulare Zellchemie 
5.6.1.  Mikrosomenpräparation mit mechanischer Lyse 
Hefezellen wurden in SC-Medium bis zur frühen exponentiellen Phase ( ca. 10
7 
Zellen/ml) bei 30 °C angezogen. 30 OD600ml Zelläquivalente wurden abzentrifugiert und zwei 
Mal in 5 ml P1 gewaschen. Die Zellen wurden anschließend in 3 ml P2 resuspendiert, für 
mindestens 10 min bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert und anschließend pelletiert. 
Zum Verdau der Zellwand wurden die Zellen in 1,5 ml P3 resuspendiert, 150 µg Zymolyase 
hinzugefügt und bei 30 °C für 30-60 min unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Effizienz des 
Verdaus wurde durch die Abnahme der OD600 einer 1:100 Verdünnung in H 20 kontrolliert. 
Sobald diese weniger als 20 % der Startdichte betrug, wurden der Ansatz in einem 50 ml Material und Methoden 
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Falcongefäß über 20 ml P4 geschichtet und mit 5000 g in einem Ausschwingrotor bei 4 °C für 
10 min abzentrifugiert. Das resultierende Sphäroplastenpellet wurde an dieser Stelle entweder 
in flüssigem N 2 eingefroren und bei  –80 °C gelagert oder wie folgt weiterverarbeitet. Ab 
diesem Zeitpunkt wurden alle Schritte bei 4 °C ausgeführt. Das Pellet wurde zur Lyse in 300 
µl P5 resuspendiert, ca. zur Hälfte mit Glasperlen (0,45 mm Durchmesser) aufgefüllt und in 
vier 30 sec Zykeln bei eindrittel der Kraft sanft gevortext. Der ÜS wurde anschließend in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt, die Glasperlen mit 300 µl P5 gewaschen, und nach 
Vereinigung beider ÜS das Zelllysat mit 200 g bei 4 °C für 5 min pelletiert. Der resultierende 
ÜS mit den mikrosomalen Fraktionen wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und das 
Pellet ein zweites Mal lysiert. Die Membranfraktionen beider Aufschlüsse wurden vereint, in 
einer TLA100 Ultrazentrifuge (Beckmann, Fullerton, CA, USA) in einem TLA100.2 Rotor 
mit 27000 g bei 4 °C für 10 min pelletiert und abschließend zwei mal in P6 gewaschen (Ogg 
et al., 1992) 
 
5.6.2.  ER-Präparation mit osmotischer Lyse 
100 OD600ml exponentiell wachsende Hefezellen wurden geerntet, in 1 ml P7 
resuspendiert, für mindestens 10 min bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert und 
anschließend pelletiert. Zum Verdau der Zellwand wurden die Zellen in 1 ml P8 
resuspendiert, 500 µg Zymolyase hinzugefügt und bei 30 °C für 30-60 min unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Die Effizienz des Verdaus wurde durch die Abnahme der OD600 einer 
1:200 Verdünnung in H20 kontrolliert. Sobald diese ca. 5 % der Startdichte betrug, wurden 
der Ansatz in einem 50 ml Falcongefäß über 15 ml P9 geschichtet und mit 5000 g in einem 
Ausschwingrotor bei 4 °C für 10 min abzentrifugiert. Das resultierende Sphäroplastenpellet Material und Methoden 
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wurde an dieser Stelle entweder in flüssigem N2 eingefroren und bei –80 °C gelagert oder wie 
folgt weiterverarbeitet. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Schritte bei 4 °C ausgeführt. Die 
Sphäroplasten wurde in 1 ml P10 resuspendiert und in einem motorbetriebenen Potter-
Elvehjem Homogenisator mit zehn langsamen Ab- und Aufwärtsbewegungen osmotisch 
lysiert. Anschließend folgte ein Zentrifugationsschritt mit 1000 g für 10 min, um Zellkerne, 
Zelldebris und Mitochondrien zu pelletieren. Der ÜS wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und das Pellet ein zweites Mal lysiert. Die vereinigten mikrosomalen Fraktionen 
wurden in einer TLA100 Ultrazentrifuge (Beckmann, Fullerton, CA, USA) in einem 
TLA100.3 Rotor mit 27000 g bei 4 °C für 10 min pelletiert und anschließend in 100 µl P10 
aufgenommen. Um Vakuolen und Golgimembranen abzutrennen, wurde die 
Mikrosomenfraktion über einen Schrittgradienten (1 ml 1,2 M Saccharose in P10 über 1 ml 
1,5 M Saccharose in P10) überschichtet und mit 100000 g für 60 min in einem Kontron 
TST55.5 Ausschwingrotor zentrifugiert. Die Membranen, welche sich an der Interphase 
angesammelt hatten und größtenteils aus rauhem ER bestanden, wurden entnommen, mit P11 
1:5 verdünnt, mit 27000 g pelletiert und zwei mal in P11 gewaschen ( Wuestehube und 
Schekman, 1992). 
 
5.6.3.  Cytosolpräparation 
Alle Schritte nach der Zellernte erfolgte bei 4 °C. 2000 OD600ml exponentiell 
wachsende Hefezellen wurden geerntet, zwei mal in 20 ml P11 gewaschen und schließlich in 
1 ml P11 in einem 30 ml Corex Glasröhrchen resuspendiert. Nach Zugabe von 4 g Glasperlen 
(0,45 mm Durchmesser) wurden die Zellen in zehn 30 sec Zykeln unter starkem vortexen 
aufgebrochen. Das Lysat wurde durch zwei Zentrifugationsschritte (27000 g 10 min, 300000 Material und Methoden 
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g 60 min; Beckmann TLA100.3 Rotor) geklärt und der ÜS (Cytosol) in flüssigen N 2 
portioniert eingefroren. 
 
5.6.4.  Limitierte Proteolyse von Dgt1p-HA 
Alle Lösungen wurden vor dem Versuch auf 4 °C eingestellt. Als Quelle für die 
Mikrosomenfraktion dienten STY2.1-Zellen, welche nach der Methode von Ogg et al. (1992) 
fraktioniert wurden. Ein Ansatz enthielt in 100 µl P5 100 µg Membranproteine, 10 ng 
Protease K und ensprechend den Bedingungen 0,5 % SDS [w/v]. Die Reaktion wurde durch 
Überführung der Ansätze in einen auf 37 °C vorgeheizten Heizblock gestartet. 15 µl Aliquots 
wurden zu den angegebenen Zeiten entnommen und die Reaktion auf Eis durch Zugabe von je 
10 mM PMSF und IAS gestoppt. Die Proben wurden mit 15 µl BP verdünnt und mittels SDS-
PAGE in einem 12 %-igen Gel aufgetrennt. Nach Überführung der denaturierten Proteine 
mittels Western Blot wurde das HA-Epitop mit Hilfe des Anti-HA-Antikörpers und 
verstärkter Chemoluminiszenz visualisiert. Anschließend wurde die Membran von den 
Antikörpern befreit und zur Detektion von Kar2p ein zweites Mal mit Anti-Kar2p-Antikörper 
behandelt. 
 
5.6.5.  Analyse in vitro-generierter COPII-Transportvesikel 
Die in vitro-Formierung und Analyse von COPII-Transportvesikeln erfolgte nach der 
Anleitung von Wuestehube und Schekman (1992). STY2.1-Zellen dienten als Quelle für die 
Membranfraktion (Kap.  5.6.2) und Wildtypzellen für die Präparation des Cytosols. Ein 
Vesikelsyntheseansatz in 500 µl P11 bestand aus 100 µg Membranprotein, 1,2 mg Cytosol, 1 Material und Methoden 
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mM GDP-Man, 0,1 mM GDP-PNP und 50 µl 10-fach ATPregS. Die Reaktion erfolgte bei RT 
für 2 h. Als Kontrollen dienten 5 IU Apyrase anstelle von ATPregS, ein Ansatz ohne Cytosol 
oder Inkubation bei 4 °C. Anschließend wurden die Donormembranen durch Zentrifugation 
mit 12000 g für 10 min bei 4°C entfernt und die Vesikel aus dem Überstand durch einem 
zweiten Zentrifugationsschritt mit 100000 g für 30 min bei 4 °C pelletiert. Die Analyse der 
Donormembranen und der Vesikelfraktion erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot. 
 
5.6.6.  Bestimmung der in vitro-Aktivität der CerS 
Wildtyp- und lag1Ddgt1D-Zellen dienten als Quelle für die ER-Membranpräparation 
(Kap.  5.6.2) sowie Wildtypzellen für die Bereitstellung des Cytosols (Kap.  5.6.3). Ein 
Reaktionssansatz enthielt in 50 µl P11 200 µg Membranprotein, 100 µg Cytosol, 5 µl 
ATPregS, 50 µM GDP-Man, 40 pmol DHS und 10 pmol [
3H]-DHS (0,5 µCi), welcher 
gegebenenfalls mit 1 µM Australifungin für 15 min bei 10 °C präinkubiert wurde. Der Start 
der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 50 µM CoA und einem liposomalen Gemisch aus 
C26-Fettsäure und PI (50 µM und 250 µM), gefolgt von einer zweistündigen Inkubation bei 
24 °C. Die Reaktion wurde nach dieser Zeit mit 333 µl CM gestoppt (pers. Mitteilung H. 
Riezman und B. Vallée). 
 
5.6.7.  Bestimmung der in vivo-Aktivität der IPCerS 
2 · 10
8 exponentiell wachsende lag1Ddgt1D-Zellen wurden geerntet, zwei mal mit 1 
ml mit SC-INO gewaschen, in 0,5 ml SC-INO resuspendiert und 15 min bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen nach Zugabe von 25 µCi [
3H]-INO für weitere 15 min Material und Methoden 
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inkubiert. Im Bedarfsfall wurde das Medium zusätzlich zur Radioaktivität mit je 40 µM C2-
Ceramid oder C6-Ceramid supplementiert. Um Lipide als Produkte der IPCerS zu 
identifizieren, erfolgte die Markierung gegebenenfalls in der Gegenwart von 50 nM des 
IPCerS-Inhibitors AbA. Die Lipide wurden anschließend wie in Kap.  5.5.2 beschrieben 
extrahiert (pers. Mitteilung H. Riezman und B. Vallée). 
 Referenzen 
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7.   ANHANG 
7.1.  Abkürzungen 
Verwendete chemische Formeln entsprechen den IUPAC-Konventionen. 
[
14C]-Ser  L-[U
14C]-Serin 
[
3H]-DHS  D-erythro-[4,5-
3H]-Dihydrosphingosin 
[
3H]-Ino  myo-[2
3H]-Inositol 
[
3H]-PA  [9,10(n)-
3H]-Palmitinsäure 
[
32P]-P  ortho-[
32P]-Phosphat 
AbA  Aureobasidin A 
Ade  Adenin 
AIDS  Acquired Immunodeficiency Syndrome 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
AS  Aminosäure 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp  Basenpaar 
C2-Ceramid  Acetylsphinganin 
C6-Ceramid  Hexanoylsphinganin 
CAPK  Ceramidaktivierte Proteinkinase 
CAPP  Ceramidaktivierte Proteinphosphatase 
Cer  Ceramid 
CerS  Ceramidsynthase 
CoA  Coenzym A 
DAG  Diacylglycerol 
DHCer  Dihydroceramid 
DHS  Dihydrosphingosin 
DHS-1-P  Dihydrosphingosin-1-Phosphat 
DM  Dodecylmaltosid 
DTT  Dithiothreitol Anhang 
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EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EI  Electron Impact 
ER  Endplasmatisches Retikulum 
EST  Expressed Sequence Tag 
Etn  Ethanolamin 
FB1  Fumonisin B1 
GC/MS  Gaschromatographie/Massenspektrometrie 
GDP-Man  Guanosin-5-Diphospho-D-Mannose 
GMP-PNP  5-Guanylylimidodiphosphat 
GPI  Glycosylphosphatidylinositol 
h  Stunde 
HA  Hämagglutinin 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsäure 
HPTLC  High Performance Thin Layer Chromatography 
IC50  Inhibierungskonzentration (50 %) 
IgG  Immunglobulin G 
IL-1b  Interleukin-1b 
IPC  Inositolphosphorylceramid 
IPCerS  Inositolphosphorylceramidsynthase 
IU  International Units 
KDHS  3-Ketodihydrosphingosin 
Leu  Leucin 
M(IP)2C  Mannosyldiinositolphosphorylceramid 
mcs  Multiple Cloning Site 
min  Minute 
MIPC  Mannosylinositolphosphorylceramid 
NADPH/H
+  Nicotinadenindinucleotidphosphat, reduzierte Form 
ODx  Optische Dichte bei x nm 
OG  Octylglycosid 
ON  Oligonukleotid 
P  Phosphat 
PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 
PC  Phosphatidylcholin Anhang 
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PCR  Polymerasekettenreaktion 
PE  Phosphatidylethanolamin 
PEG  Polyethylenglykol 
PHCer  Phyroceramid 
PHS  Phytosphingosin 
PI  Phosphatidylinositol 
PIPLC  Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C 
pk  polyklonal 
PKCz  Proteinkinase Cz 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
POD  Meerrettichperoxidase 
ProtA-S  Protein-A-Sepharose 
RT  Raumtemperatur 
SAPK  Stressaktivierte Proteinkinase(n) 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
sec  Sekunde 
SPT  Serinpalmitintransferase 
TCA  Trichloressigsäure 
TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TMD  Transmembrandomäne 
TNFa  Tumornekrosefaktor a 
Tris  Tris-(Hydroxymethyl)-Aminoethan 
Triton X-100  Octylphenolpoly(Ethylenglycolether)n 
Trp  Tryptophan 
Tween  Polyoxyethylenglykolsorbitolestermonolaureat 
ÜN  über Nacht 
upm  Umdrehungen pro Minute 
Ura  Uracil 
ÜS  Überstand 
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